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RESUMEN

Antecedentes: La diabetes mellitus (DM) es una patologia en la que se genera hiperglucemia.

Una de las complicaciones frecuentes de estos pacientes es la miocardiopatia diabética (MCD),
donde el corazon es afectado por fendmenos como: fibrosis, muerte celular, hipertrofia del
ventriculo izquierdo, acumulacion de metabolitos, entre otros. Tanto el mecanismo de muerte
celular por apoptosis como el de autofagia estan presentes en la MCD, sin embargo, el tiempo
en que estos marcadores de muerte se hacen evidentes y participan activamente en el desarrollo
patoldgico no esta claro. Por lo anterior, este estudio pretende comparar la marcacién de
fibrosis, apoptosis y autofagia en miocardio de ratas adultas Sprague Dawley en un modelo de

diabetes experimental en un curso temporal.

Meétodos: Esta investigacion se enmarca en un proyecto previo, donde se utilizaron 40
corazones de ratas adultas macho de la cepa Sprague Dawley (20 controles y 20 diabéticas por
STZ) a las que se pretendia aplicar un marcador inmunohistoquimico para apoptosis (caspasa-
3-activada) y otro para autofagia (Beclin-1); ademas, de evidenciar el dafio fibrotico mediante
un Tricromico de Masson. Debido a la emergencia sanitaria, se realizaron modificaciones para
generar resultados simulados de los tres elementos mencionados, utilizando herramientas

computacionales e investigaciones previas.

Resultados: Tanto el area de fibrosis como el de inmunomarcacién de caspasa-3-activada fue
mayor en ratas diabéticas que en los controles en cada uno de los cuatro tiempos, mientras que
con el anticuerpo Beclin-1, se observd mayor inmunomarcacion en los controles. Ademas, la
intensidad de la inmunomarcacion del anticuerpo para apoptosis fue significativamente mayor
en los grupos diabéticos de la semana 8 y 12, mientras que, para el anticuerpo para autofagia,
existi6 mayor intensidad en los controles que en los diabéticos en el mismo periodo de tiempo.
Conclusiones: Realizar un estudio en distintos tiempos permitié conocer que la fibrosis se
mantiene como el componente con mayor evidencia reportada, ademas la apoptosis corresponde
a un mecanismo fundamental en la progresion patoldgica, mientras que la autofagia podria tener
un rol mas importante de lo conocido, haciendo necesario realizar mas investigaciones para una

mayor comprension.

PALABRAS CLAVES: Diabetes Mellitus - Miocardiopatia diabética - Fibrosis - Apoptosis -

Autofagia - Caspasa 3 activada- Beclin 1.
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CAPITULO 1. INTRODUCCION

1.1 CORAZON HUMANO
1.1.1 Descripcion anatomica

El corazon es un érgano muscular que se encuentra ubicado al interior de la cavidad torécica,
por atras y a la izquierda del esternén, en el mediastino medio, entre los pulmones (1). Su
origen embrionario es mesodérmico, e inicia su formacion entre el final de la cuarta e inicio

de la quinta semana de desarrollo del embrion (2).

Este drgano, en su fase adulta, mide aproximadamente 12 cm de largo por 9 cm de ancho,
donde se puede observar una base, conformada por las auriculas, y una punta o también
Ilamado vértice, que reposa sobre el diafragma (1) tal como se observa en la Figura 1.1. En
adultos pesa en promedio entre 230 a 370 gramos, siendo sus proporciones y peso afectados
por factores como el indice de masa corporal, la edad y sexo, correspondiendo a un 0,45% del
peso corporal en varones y 0,40% en mujeres (3).
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FIGURA 1.1: Vista anterior de la cavidad toracica donde se muestra la localizacion del
corazon en relacion a las estructuras que lo rodean en cada uno de sus bordes (4).

Anatomicamente, el corazon consta de cuatro camaras o divisiones, éstas son: dos auriculas,
una derecha (AD) y otra izquierda (Al) separadas por el tabique interauricular; y los
ventriculos, derecho (VD) e izquierdo (V1) divididos por el tabique interventricular. Por lo
tanto, cada hemicardio, o mitad de corazdn tiene una auricula y un ventriculo del lado

correspondiente; la comunicacion entre ellos es a través de valvulas: por la parte derecha la



valvula tricuspide (VT) y por la parte izquierda la valvula bictspide (VB) o mitral (1).
Considerando que el corazon tiene un papel fundamental como bomba del sistema circulatorio
(5), la mitad derecha recibe sangre desoxigenada en su AD, la cual proviene de la extremidad
superior del cuerpo a traves de la vena cava superior, de la extremidad inferior por la vena
cava inferior y el seno coronario (sangre del propio corazén). Esta sangre se dirige hacia el
VD pasando a través de la VT y es bombeada hacia la arteria pulmonar pasando por la valvula
pulmonar, la que permite derivarla a la circulacién menor (pulmonar) donde debe oxigenarse.
A su vez, la mitad izquierda a través de la Al recibe de vuelta esta sangre oxigenada a través
de cuatro venas pulmonares, esta sangre luego de pasar por la VB, es bombeada por el VI
pasando por la valvula aortica hacia la arteria Aorta y asi se distribuye hacia el resto del
cuerpo; por lo tanto, es en este ventriculo donde se requiere ejercer una mayor presion, por
ende, sus paredes son mas gruesas (Figura 1.2). Cabe sefialar que la funcion de cada valvula

anteriormente mencionada es evitar el flujo retrogrado de la sangre (1).
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FIGURA 1.2: Estructura interna del corazén desde un plano frontal donde se indican los
distintos elementos que conforman el 6rgano, destacandose las dos auriculas y ventriculos
con sus valvulas correspondientes (4).

Tal como se ha mencionado anteriormente, la funcién principal de este 6rgano es realizar el
bombeo de la sangre de manera constante a través del sistema circulatorio mediante la

contraccion y relajacion muscular, aportando asi la nutricién y el oxigeno requerido por los



diversos tejidos, ademas de la eliminacion de desechos, como el diéxido de carbono. Para que
este tejido realice el bombeo sanguineo existe un sistema de vias eléctricas especializadas que
tiene la finalidad de asegurar la rapida transmision de impulsos eléctricos, lo que implica que
es excitado para realizar la contraccion y luego debe relajarse de manera coordinada: primero
son excitadas las auriculas y luego los ventriculos asegurando de esta forma el paso de la
sangre a través de las valvulas semilunares (1). Este sistema de conduccion esta controlado
por el sistema nervioso autonomo, el cual controla la frecuencia de dichos impulsos. Esté
constituido por fibras musculares cardiacas modificadas, siendo los impulsos iniciales
originados espontaneamente en el nddulo sinoauricular (NS) ubicado en la pared de la AD,

proximo a la entrada de la vena cava superior (6).

En relacidn al suministro sanguineo, se debe mencionar que este 6rgano recibe un 5% del total
corporal, esto con la finalidad de mantener un aporte constante de nutrientes. La irrigacion
externa y del miocardio se realiza por las arterias coronarias, las cuales tienen su origen en la
aorta y se divide en: la arteria coronaria derecha con la rama marginal hacia el ventriculo
derecho y la arteria coronaria izquierda con la rama circunfleja que, en conjunto con la arteria
descendente anterior y posterior, irrigan el ventriculo izquierdo, formando de esta manera una
red de irrigacion para el musculo cardiaco. Internamente el endocardio recibe sangre

directamente de las camaras cardiacas (1).

1.1.2 Histologia

Estructuralmente se pueden reconocer diferentes capas en el corazon, estas se describen a

continuacién desde exterior a interior:

El pericardio corresponde a una membrana que rodea al corazon, se subdivide en pericardio
fibroso hacia exterior, el cual corresponde a un tejido conjuntivo irregular denso, no elastico
que tiene la finalidad de fijarlo en su ubicacidn; e interiormente en pericardio seroso con un
pericardio parietal o capa externa fusionada al pericardio fibroso, y un pericardio visceral
también conocido como epicardio, adherido a la superficie del corazén (1), ésta Gltima capa
histolégicamente es delgada y formada por una densa lamina de tejido fibrocolageno que
también contiene fibras elasticas y en algunas areas posee tejido adiposo (6). En su superficie
externa existe una monocapa aplanada de células mesoteliales, las que tienen como funcion
secretar una pequefia cantidad de liquido lubricante (6) que permite que entre las membranas

no exista friccion durante los movimientos cardiacos (1).



El miocardio, es un tejido muscular exclusivo del corazon, se encuentra bajo el pericardio y
corresponde a la mayor parte de este 6rgano (1). Dado a que su funcion se encuadra
principalmente en la contraccion y conduccién de los impulsos eléctricos, es mas prominente
en el ventriculo izquierdo y més delgado tanto en las auriculas como en el ventriculo derecho
(sometidos a menor presion de bombeo) (6). Esta formado por células denominadas
cardiomiocitos (Figura 1.3), que se mantienen juntas a las células adyacentes por sus
extremos, mediante haces entrelazados de fibras, lo que se conoce como discos intercalares,
éstos Ultimos corresponden a un engrosamiento del sarcolema (membrana citoplasmatica) y
presentan dos formas de unién: a través de desmosomas, cuya funcidn es mantener unidos a
los cardiomiocitos; y a través de uniones de hendidura, las que permiten el avance rapido del

potencial de accion (1).

Finalmente, el endocardio, corresponde a la capa mas interna y recubre el interior tanto del
musculo cardiaco como de las valvulas (1). Esta capa corresponde a un epitelio plano simple
de células endoteliales aplanadas (6).

FIGURA 1.3: Corte histoldgico de corazon con tincion de rutina Hematoxilina y eosina (H-
E). En A se muestra un corte longitudinal con aumento de 10X, con nucleos N de ubicacion
central, ademas de las ramificaciones tipicas de la célula cardiaca. En B se muestra una
vision transversal con un aumento de 40X. Modificado de (6).

A nivel histolégico, como se ha mencionado anteriormente, el tejido cardiaco contiene células
especializadas denominadas cardiomiocitos o también conocidos como miocardiocitos, los
cuales tienen nucleo central y miofilamentos contractiles intracelulares (5). Se describen en
literatura como células largas y cilindricas ramificadas (6) con una longitud que varia entre
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85 a 100 um y aproximadamente 15 um de diametro (5). En esta célula se puede observar uno
0 dos nucleos, estriaciones transversales y en su citoplasma, un gran namero de mitocondrias,
caracteristica que hace que requiera un gran suministro de oxigeno y que, al ocurrir la

reduccion de éste, podria generar fatiga muscular (1,5).

Tal como se ha mencionado anteriormente, a través de los discos intercalares se produce la
unién entre cardiomiocitos, estas uniones exclusivas de este tejido corresponden a complejos
de unidn termino-terminal especializadas en disposicion escalonada, lo que significa que tiene
componentes transversales y longitudinales (Figura 1.4). Estas Ultimas se encuentran paralelas
a los miofilamentos del cardiomiocito, y es aqui donde se encuentran las uniones
comunicantes que se destacan porque permiten tanto la comunicacion iénica de las células

como la sincronia de la contraccion muscular (5).

Por otra parte, en el sarcolema de estas células se hallan proteinas transportadoras especificas
que cumplen el rol de controlar tanto la liberacion como la recaptacion de iones para la
contraccion y relajacion muscular. Uno de los principales elementos involucrados es el calcio,
éste es transportado activamente hacia la luz del reticulo sarcoplasmico, proceso que esta
mediado por una ATPasa dependiente de Ca*? y controlada por una proteina de membrana

denominada fosfolamban (5).
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FIGURA 1.4: Representacion de una fibra cardiaca donde se aprecia su estructura
ramificada, esto es posible debido a los discos intercalares que permiten la unién entre las
células, tal como se aprecia en el esquema. Ademas, se observan los principales
componentes intracelulares de los cardiomiocitos (4).
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Dado que las células miocardicas presentan una elevada demanda energética, si se privan de
oxigeno mueren sin ser sustituidas, lo que ocasionan los trastornos miocardicos; por ejemplo,
al ocurrir dicha disminucion gradual en la oxigenacion, la muerte de las cardiomiocitos es
lenta, sin embargo, el paciente puede desarrollar una patologia denominada angina de pecho,
la cual se caracteriza por dolor opresivo frente a actividades de mayor esfuerzo, pero no en
reposo. A medida que la isquemia aumenta la angina puede surgir incluso en reposo, y a nivel
histologico las células que mueren son sustituidas por tejido conjuntivo denso mientras que
en las sobrevivientes se desarrolla una hipertrofia compensatoria. Por otra parte, cuando
ocurre una disminucion de sangre arterial al corazén debido a una oclusién del lumen se
conoce como aterosclerosis, ésta es una enfermedad arterial en que la reduccion completa de
la luz genera la muerte de parte importante de la masa cardiaca de manera subita, dificultando
a la vez la contraccion del corazén y generando una insuficiencia cardiaca, lo que en caso de
ocurrir en una arteria coronaria se conoce como infarto al miocardio (6). Por lo tanto, cuando

el tejido sufre de isquemia, se desarrollan procesos de muerte celular (5).

Finalmente, en el plano investigativo y el uso de modelos experimentales con animales, siendo
de uso mas frecuente las ratas y ratones, es importante mencionar que la anatomia de su
corazon tiene algunas particularidades, por ejemplo: su forma es mas ovoide y el pericardio
maés delicado, ademas presenta solo un orificio de entrada para las venas pulmonares en
comparacion a los cuatro presentes en el humano (uno para cada vena) (Figura 1.5) ; a su vez,
las arterias coronarias llegan a la profundidad de la pared del corazon mientras que en el

humano lo hace en la superficie. A nivel histoldgico no presenta diferencias importantes (7).
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FIGURA 1.5: Esquema anatémico del corazon de una rata desde una perspectiva anterior y
posterior, de izquierda a derecha respectivamente (7).
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1.2 DIABETES MELLITUS

1.2.1 Generalidades

Se denomina diabetes mellitus a un conjunto de alteraciones metabdlicas que comparten la
hiperglucemia como caracteristica principal, la cual se genera por la falta de insulina, defectos
en su accion o ambas (8,9). El término diabetes lo otorga el médico griego Areteo de
Capadocia, haciendo alusion al gran volumen de orina emitida por estos pacientes en quienes
la carne se convertia en orina, segun sus apreciaciones. Posteriormente y con el pasar de las
décadas, con distintas descripciones y con sintomas similares observados por distintos
cientificos, en 1679 Tomas Willis la denomina como diabetes mellitus haciendo referencia al
dulzor caracteristico de la orina similar a la de la miel (10,11).

La Organizacion Mundial de la Salud (OMS) junto al Grupo Nacional de Datos sobre Diabetes
perteneciente a Estados Unidos, clasifico las distintas formas de diabetes mellitus segln su

etiologia (12), de esta forma se distinguen 4 grupos:

1.Diabetes tipo 1 o insulinodependiente: donde se destruyen las células beta del pancreas
generando la deficiencia de la produccion de la hormona insulina, pudiendo ser de caracter

autoinmune o idiopatica.

2. Diabetes tipo 2: se produce por una combinacion entre la resistencia de los tejidos a la

accion de la insulina y una deficiente secrecion de ésta.

3.Diabetes gestacional: serd cualquier intolerancia a la glucosa que se desarrolle durante el

embarazo.

4. Otros tipos especificos: como defectos genéticos de la insulina, endocrinopatias,

infecciones, diabetes inducida por farmacos, entre otros (12).

1.2.2 Control de la glicemia: rol de la insulina

El control de los niveles de glucosa en la sangre es tarea realizada principalmente por el
pancreas. Este Organo tiene dos porciones: una exocrina correspondiente a los acinos

encargados de secretar jugos digestivos al duodeno, y una endocrina formada por los Islotes
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de Langerhans, los que, a su vez, contienen células alfa encargadas de la secrecion de
glucagdn, células beta para la secrecion de insulina y amilina, células delta para la
somatostatina y células PP que liberan el polipéptido pancreatico (9) (Figura 1.6).

Islote Acinos
de Langerhans pancreaticos

\ o/ (e o1 \(E 05l
N N %hEritrocitos

A " Céldabeta

FIGURA 1.6: En A se muestra un dibujo esquematico de una pequefia porcién del pancreas,
mientras que B corresponde a lo que se observa realmente con tincion de hematoxilina-
eosina utilizando un microscopio 6ptico. En ambos casos en el centro se identifica un islote
de Langerhans con las diferentes células que lo conforman y a su alrededor se aprecian
varios acinos pancreaticos. Modificado de (9) (13).

La insulina es la hormona mas determinante en la disminucién de la glucosa en sangre y sus
funciones se pueden resumir en: a) promover la captacion de glucosa y su almacenamiento
como glucogeno, b) prevenir la degradacion de grasas y glucogeno, c) inhibir la
gluconeogénesis ademas de promover la sintesis proteica (14). En condiciones fisiologicas,
tras la ingesta de alimento se estimula la secrecion de insulina, la cual se une a su receptor en
la célula blanco desencadenando la translocacion de transportadores especificos conocidos
como transportador de glucosa (GIuT) (4) los que se encuentran en la superficie celular,
permitiendo la captacion de la glucosa (15); ademas, también existen cotransportadores de
sodio y glucosa que cumplen la misma funcién (16). De esta manera cada célula del organismo
puede realizar sus actividades vitales mediante la captacion de glucosa para la sintesis de ATP

como fuente de energia (4).

La familia de los GLUTS es amplia, sin embargo, se pueden agrupar en tres subfamilias segin
compartan caracteristicas como el lugar de expresion de cada transportador y su afinidad por
la glucosa. Uno de estos transportadores es el GLUT-2 que es de baja afinidad y es expresado
en las células beta de los islotes de Langerhans en el pancreas, como también a nivel intestinal,
renal y hepatico; a su vez, el transportador GLUT-4 es expresado en el tejido muscular
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cardiaco, tejido muscular estriado y adipocitos, presentando una gran movilidad y afinidad

para el transporte de la glucosa (16).

En periodos de ayuno e inanicién los niveles de insulina disminuyen, por lo que la obtencién
de energia se obtiene a partir de sustratos no glucidos (15), siendo la gluconeogénesis
desarrollada en el higado una de las vias para mantener los niveles de glicemia en periodos de
ayunos. En patologias metabdlicas tales como la diabetes, obesidad y el sindrome metabdlico,
se evidencian alteraciones en los niveles de gluconeogeénesis con la consecuente elevacion de
glucosa sanguinea (17,18), incluso en personas con DM2 se ha relacionado el exceso de
gluconeogénesis a nivel hepatico con el dafio en érganos por el incremento de la hiperglicemia
(19).

1.2.2 Formacion de la Insulina

Como se menciono anteriormente, la insulina se sintetiza en las células beta del pancreas, las
cuales representan casi el 60% de las células de los islotes, ubicAndose principalmente en el
centro de ellos. Esta hormona se genera a partir de una preproinsulina que se desdobla en el
reticulo endoplasmatico formando la proinsulina, la cual presenta una estructura de tres

cadenas de peéptidos; A, By C (9).

La mayoria de esta proinsulina se mantiene en el aparato de Golgi en donde se escinde la
cadena C para formarse en insulina como tal, la cual esta conformada por la cadena Ay B
conectadas por uniones disulfuro. Tanto la insulina como el péptido C se empaquetan en los
granulos de secrecion en partes iguales (Figura 1.7). Cuando la insulina se une al receptor de
membrana de la célula efectora es capaz de iniciar sus efectos, por ende, es el receptor activado

el que desencadena las acciones (9).
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FIGURA 1.7: Esquema representativo de la molécula insulina que se escinde en el aparato
de Golgi, en gque se reconocen la cadena A seguida de la cadena C y luego la B, siendo esta
cadena C intermedia la cual se elimina para la formacion de la insulina como tal. El
granulo secretor contiene en su interior tanto péptido C como insulina, ademas de una
pequefia cantidad de proinsulina (9).

1.2.3 Epidemiologia

A nivel mundial, en el afio 2000 se contabilizaron 150 millones de diabéticos, para el 2011 se
estimaron 366 millones e incluso para el 2030 la cifra se estima en 552 millones, siendo
distinto el incremento para los paises desarrollados con un 42% vy los paises en via de
desarrollo con un 170%. Este aumento sera transversal para los distintos grupos etarios, siendo
del 91% para aquellas personas de 20 a 44 afos, de un 215% para los de 45 a 64 afios y de
234% para aquellos de mayor edad (20). Por otra parte, la Federacion Internacional de
Diabetes (IDF) determin6 que en el afio 2019 existian alrededor de 500 millones de personas

con diabetes mellitus, cifra que se incrementara en un 51% para el afio 2045 (21).
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De forma maés especifica se conoce que entre el 5-10% de los afectados por diabetes mellitus
son de tipo 1 siendo, principalmente, menores de 20 afios, mientras que cerca del 90% lo son
por la diabetes tipo 2 (8,22). Ademas, son los hispanos, afroamericanos y nativos
norteamericanos los que presentan 1,5 a 2 veces méas de probabilidad de sufrir diabetes en

comparacion a los blancos no hispanos (8).

En el plano nacional, segln la tercera Encuesta Nacional de Salud (ENS) 2016-2017, la
prevalencia de sospecha de DM de la poblacion chilena es del 12,3 %, aumentando 3,6 puntos
porcentuales en comparacién a la ENS 2009-2010 (23). Ademas, la prevalencia nacional es
mayor en mujeres con un 14%, que en los hombres que presentan un 10,6%. Por otra parte,
son los adultos de 65 afios 0 méas los que concentran el mayor porcentaje de sospecha de
diabetes (medicion de glicemia en ayuno mayor o igual a 126 mg/dl) con un 30,6%, seguido
por los de 45 a 64 afios que presentan un 18,3% y las personas de 15 a 24 afios con 1,8% (24).

En la actualidad casi el 50% de los pacientes diabéticos no han sido diagnosticados (12) y la

OMS establecio que la diabetes sera la séptima causa de muerte en el afio 2030 (25).

1.2.4 Factores de riesgo

En cuanto a los factores desencadenantes y que acentuan la patologia, se destacan:

Antecedentes familiares: se ha establecido que la probabilidad de padecer diabetes tipo 2 por

parte de la descendencia, aumenta en 3.5 veces si uno de los padres bioldgicos es diabético y

6.0 veces si ambos padres lo son (26).

Edad: la edad avanzada es uno de los factores de riesgo de esta patologia, sin embargo, en el
altimo tiempo los adultos entre 30 a 39 afios con diabetes mellitus tipo 2 han aumentado en
un 70% (26).

Etnia: tanto los hispanicos como los afrocaribefios presentan una prevalencia mas alta de

diabetes que las personas caucasicas (27).

Diabetes gestacional: aquellas mujeres que lo padecen tienen un alto riesgo de desarrollar

diabetes mellitus al igual que sus hijos (28).

Sobrepeso y obesidad: ambos son factores de riesgos que incrementan su posibilidad a la par

con el incremento del peso (29), siendo la obesidad abdominal ain mas determinante en el
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desarrollo diabético acelerando la edad diagnostica (26). Cerca del 80% de los diabéticos estan
asociados a la obesidad, la cual favorece la resistencia a la insulina, mientras que aquellas
personas con indice de masa corporal (IMC) >35 kg/m? incrementan su riesgo relativo acorde
a su edad en 6.1 veces mas que aquellos con IMC<22 kg/m? (27). Este uno de los factores de
riesgos mas determinantes ya que un nimero no menor de la poblacién presenta un grado de

sobrepeso (28).

Sedentarismo: el estilo de vida sedentario reduce el gasto energético por lo que favorecen al
sobrepeso y la obesidad (27), ademas el ejercicio fisico incrementa la sensibilidad de la
insulina y la tolerancia a la glucosa (28).

Trastornos de regulacion de la glucosa: como la glucemia basal alterada (GBA) y la

intolerancia a la glucosa (ITG), ambas se categorizan como prediabetes (27), si bien no todos
con GBA o ITG desarrollan la patologia, mientras méas factores de riesgos cumplan, mayor
sera el riesgo de padecer diabetes mellitus tipo 2 (29).

1.2.5 Diagnostico y tratamiento

La diabetes mellitus se presenta, en primer lugar, con hiperglucemia, y se puede acompafar
de polidipsia, poliuria, polifagia, vision borrosa y pérdida de peso (12), sin embargo, la ADA
establece que el diagnostico de diabetes se realiza utilizando uno de los siguientes cuatro

criterios:

1.— Glicemia basal en ayuna de ocho horas = 126 mg/dL

2.— Glicemia = 200 mg/dl luego de dos horas de una prueba de tolerancia oral

de 75 gramos de glucosa

3.— Hemoglobina glicosilada (HbA1c) = 6,5%

4 .- Glicemia al azar = 200 mg/dl junto a signos clasicos de hiperglucemia o

crisis hiperglucémica

Para las tres primeras pruebas, si la hiperglucemia no es clara, se necesita repetir el test para

asegurar el diagnostico, mientras que en la cuarta no es necesaria una repeticion (30).
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El tratamiento de la diabetes mellitus conlleva modificaciones de los estilos de vida tanto de
ejercicio fisico como de un control nutricional ajustado al perfil del paciente en relacion al
sobrepeso, perfil lipidico, factores de riesgo cardiovasculares, elementos socioculturales, entre
otros (22). En la diabetes mellitus de tipo 1, el tratamiento principal consta de varias dosis de
insulina junto a un estilo de vida saludable, acorde a mantener el control metabdlico y prevenir
complicaciones crdnicas (31). Por otra parte, en el tratamiento farmacologico en la diabetes
tipo 2 se debe mencionar que pueden administrarse en monoterapia o en conjunto, siendo la
primera linea la administracion de metformina cuya accion se basa en disminuir la produccion
de glucosa hepatica y aumentar la captacién de glucosa en los musculos. Cuando la
metformina es contraindicada, se procede a administrar farmacos sulfonilureas los cuales
estimulan la secrecion de insulina por parte del pancreas. Del mismo modo, también se pueden
administrar farmacos como las meglitinidas, inhibidores de las a-glucosidasas, glitazonas,
entre otros (22,32).

1.2.6 Complicaciones

Considerando que es una afeccion metabdlica, son variadas las complicaciones que genera
esta patologia con el paso del tiempo. Es caracteristico el engrosamiento difuso de las
membranas basales lo que permite el desarrollo de retinopatia, cataratas, glaucoma y
nefropatias con posible falla renal (31). Ademas se producen complicaciones de caracter
gastrointestinales donde se puede observar que a nivel esofagico es mas frecuente encontrar
reflujo gastroesofagico, en el estdmago se genera gastroparesia diabética en donde el 50-60%
se presenta con vaciamiento gastrico retrasado, en etapas mas avanzadas de la diabetes puede
aparecer enteropatia diabética donde cerca del 22% presenta diarrea y 60% estrefiimiento o
incontinencia fecal principalmente nocturna, incluso en el higado se favorece la acumulacién
de lipidos generando esteatosis hepéatica no grave (33). A su vez es posible observar
problemas genitourinarios y de disfuncion sexual (31), como lo son: vejiga hiperactiva, mal
control de esfinter, retencion urinaria e infecciones del tracto urinario, disfuncién eréctil y

disfuncién sexual femenina (33).

Sumado a lo anterior, en esta patologia es caracteristico el desarrollo de dafio macrovascular
con una disfuncién endotelial que predispone a la aterosclerosis, siendo el infarto al miocardio
por aterosclerosis coronaria la principal causa de muerte en diabéticos. Ademas, en estos
pacientes es frecuente el desarrollo de gangrena con amputaciones de extremidades inferiores

producto de la vasculopatia avanzada (8).
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1.2.7 Diabetes mellitus y patologia cardiaca

Dentro de los problemas que enfrenta la salud publica a nivel mundial se encuentra el alto
costo y altas tasas de morbimortalidad generados tanto por la DM, como por las enfermedades
cardiovasculares (34).

En el contexto de los pacientes diabéticos, estas complicaciones cardiacas pueden presentarse
como: enfermedad coronaria, correspondiente a la complicacion macrovascular mas clasica;
insuficiencia cardiaca principalmente en etapas avanzadas de cardiopatias; miocardiopatia
diabética evidenciable por la disfuncion ventricular diastolica, sistélica o mixta y la presencia
de fibrosis intersticial e hipertrofia; y neuropatia cardiovascular autondmica (33). Ademas, la
cardiopatia isquémica sucede entre el 7,5- 20% de los diabéticos mayores de 45 afios, dos
tercios de estos tienen hipertension y tienen de dos a cuatro veces mas probabilidades de
padecer un accidente cerebrovascular (20). También se debe considerar que la diabetes
mellitus es uno de los factores de riesgo de la enfermedad coronaria y los accidentes
isquemicos (35) siendo las complicaciones cardiacas predictores de morbilidad y mortalidad
(36,37).

En los pacientes con diabetes mellitus tipo 1 (DM1) es recurrente el inicio de cardiopatias en
la tercera o cuarta década de vida; mientras que en la diabetes mellitus tipo 2 (DM2) entre la
quinta y sexta década, donde ademas se ha comprobado que presentan un riesgo de cardiopatia
de dos a cuatro veces mayor en comparacion a personas no diabéticas; por otra parte, las
mujeres diabéticas presentan un indice de mortalidad por enfermedad coronaria cinco veces
mayor en frecuencia en comparacion con los hombres, por lo que es importante actuar en la

prevencion primaria de los factores de riesgo cardiovasculares (FRCV) (38).

1.3 MIOCARDIOPATIA DIABETICA

1.3.1 Generalidades

El primer indicio de disfuncion miocardica relacionada a pacientes diabéticos ocurre en 1954
(39), sin embargo el término de miocardiopatia diabética surge en 1972 (40,41,42) gracias al
estudio postmortem de 4 pacientes diabéticos quienes presentaron sintomas de falla cardiaca
sin evidencia de hipertension, dafio coronario u otro (39,40,43), sin embargo, es en el afio

2013 cuando el Colegio Estadounidense de cardiologia (CAC), la Asociacién americana del
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corazbn (AHA), la Sociedad Europea de cardiologia (ESC) y la asociacion Europea del
estudio de diabetes (EFSD) la definen por primera vez como una condicion clinica de los
pacientes diabéticos, caracterizada por disfuncién ventricular sin evidencia de aterosclerosis
coronaria e hipertension (43) aunque pueden coexistir (44). En el inicio se estimaba una
prevalencia de 12% (44), sin embargo, al ser en primera instancia de caracter subclinico y
asintomatico, actualmente algunos estudios estiman una variacion de 30 a 60% en pacientes
con DM2 bien controlados (42).

Esta patologia es encontrada tanto en pacientes con DM de tipo 1, como en el tipo 2 (44) (45),
y se caracteriza por la acumulacion lipidica en cardiomiocitos e hipertrofia ventricular
izquierda (HVI) causantes de disfuncion contractil (40,41), ocasionando rigidez, por el
aumento de fibrosis miocardica y alteraciones vasculares (42,46). A nivel celular los hallazgos
estarian relacionados con la disminucién del transporte de calcio extracelular (vinculado a la
disfuncion cardiaca) y en la acumulacion intracelular de metabolitos generados por la

oxidacion de acidos grasos (46).

En condiciones normales el corazon en reposo consume entre 5 y % de acidos grasos libres
(41) y en actividades fisicas carbohidratos, ambos con la finalidad de generar ATP y oxigeno,
lo que se conoce como flexibilidad metabdlica (44). Cuando ocurre una baja de glucosa se
desencadena, a modo de compensacidn, la utilizacidn de lipidos y cuerpos cetonicos para la
produccién energética requerida (46); sin embargo, en la DM el equilibrio energético se
pierde, siendo afectadas areas relacionadas con el receptor GLUT-4 y un exceso de &cidos
grasos (41,42) desencadenando que el miocardio no puede usar eficientemente los sustratos y
en consecuencia se produzca la incompleta oxidacion de acidos grasos, produciendo aldehidos
y especies reactivas de oxigeno (ERO), que en altos niveles resultan toxicos (44). También se
plantean cambios en la homeostasis del calcio (42), falla en receptores como el receptor de
Rianodina también relacionado al calcio; procesos vinculados a un incremento de la hormona
antidiurética (ADH); neuropatias en el sistema autonomo cardiaco (41), esto es, en la
denervacién y aumento de catecolaminas (42); y fallas en la estructura a nivel cardiaco
(41,42).

1.3.2 Fisiopatologia

AUn se encuentran en estudio los procesos fisiopatoldgicos que desencadenan esta patologia,
algunos autores describen que son varios los mecanismos que podrian explicar este desorden,

a continuacion, se describen algunos de los procesos mencionados anteriormente:
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1.3.2.1 Alteraciones del calcio

El calcio juega un papel importante en la fisiologia cardiaca: durante el potencial de accion
se produce la despolarizacion de la membrana del cardiomiocito permitiendo el ingreso de
este elemento, esto genera la liberacion de iones de calcio por parte del reticulo sarcoplasmico
(RS) mediante el receptor de rianodina, de esta forma el calcio intracelular puede unirse a los
miofilamentos e iniciar la contraccion, para luego, durante la relajacion, ser eliminados del
citosol hacia el reticulo sarcoplasmico o al medio extracelular (43,47). En la cardiopatia
diabética se ha observado la falla de los transportadores de calcio (47,48) lo que aumenta la
duracion del potencial de accién y por consiguiente el tiempo de relajacion diastolica (43), en
la sobrecarga de este elemento se altera la permeabilidad mitocondrial y conduce a la
apoptosis celular (49). También se ha observado que, en los pacientes diabéticos, como
consecuencia de los desordenes metabdlicos y el estrés oxidativo, presentan mayor
sensibilidad al calcio por parte del poro de transicion mitocondrial lo que permite procesos de
autofagia y necrosis de los cardiomiocitos (48).

A su vez, la resistencia de insulina y la hiperglicemia cronica afectan a nivel del RS,
mitocondrias y en consecuencia los niveles del calcio presente a nivel intracelular (49), lo que
interfiere potenciando la liberacion espontanea de calcio por parte del RS afectando
negativamente el movimiento del mismo fuera del citoplasma ayudando asi a la prolongacion

del potencial de accidn (48).

En relacion al receptor de rianodina, se ha descrito que en pacientes diabéticos y con IC esta
disminuido, esto afecta la liberacion de calcio sarcopldsmico y por ende baja la
contractibilidad del cardiomiocito (41), disfunciones de este receptor también se han asociado

a hipertrofia cardiaca y dafio en isquemia-reperfusion (45).

1.3.2.2 Lipotoxicidad y glucotoxicidad

En un organismo sano, los cardiomiocitos pueden obtener glucosa con la accién de la insulina,
sin embargo, en la DM2 se desarrolla resistencia a esta hormona, incrementando los niveles
de glucosa y lipidos (44). El aumento de los productos generados por oxidacion de acidos
grasos, téxicos en el miocardio, son en su mayoria ceramidas y diacilglicerol (39) (49) el
primero se vincula a la translocacion del receptor GLUT-4 y el consumo de glucosa; mientras
que el segundo, afecta el metabolismo de la glucosa en miocitos, donde disminuye la

sefializacién de insulina y ademas afecta la produccién de éxido nitrico (49,51).
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La acumulacion de los triglicéridos en esta patologia ha sido estudiada con distintos modelos
de DM y se conoce como lipotoxicidad, ademas estudios indican que podria relacionarse con

la induccion de muerte celular en los cardiomiocitos y disfuncion mitocondrial (39).

Por otra parte, se genera glucotoxicidad cuando se produce el cambio de produccion
energética en el miocardio mediante la utilizacion de la beta oxidacion de los acidos grasos.
Cuando ocurre la disminucién en el consumo de glucosa, se acumulan intermediarios, éstos a
su vez pueden relacionarse con otras vias que no generan ATP donde se encuentran: la via de
poliol asociada a ERO; via hexosamina vinculada a alteracion del metabolismo del calcio y
la via de gliceraldehido-3-fosfato que genera aumento de proteina kinasa C (PKC) y eleva el
nivel de metilglioxal y de AGES (productos finales de la glicosilacion avanzada o del inglés
Advanced Glycosylation End products) (49). Este incremento podria estar directamente
relacionado con el dafio miocardico dado a la union con sus receptores (RAGE) vy, en
consecuencia, un incremento de procesos fibroticos por la activacion de la cascada

inflamatoria desencadenada por el aumento de citocinas y factores de crecimiento (42).

1.3.2.3 Estrés oxidativo

Como se ha mencionado anteriormente, esta patologia tiene la caracteristica de generar
disfuncién ventricular izquierda, la cual puede ser diastolica, sistélica o mixta (41,42,52). En
estos casos, es frecuente el hallazgo en el incremento tanto de masa como de grosor de la
pared del ventriculo, siendo claves en la demostracion de disfuncion cardiaca (52). La
disfuncién cardiaca a su vez, esta implicada en la generacion de estrés oxidativo, el cual se
incrementa y no logra ser controlado por los sistemas antioxidantes endégenos, por lo que, al
ser persistente en el tiempo, el dafio ocasionado por ERO conlleva a inflamacién y procesos
fibréticos en el miocardio (44). Se ha descrito que en la DM los principales mecanismos de
aumento de ERO se deben a la hiperglucemia, el incremento de acidos grasos y la oxidacion
de éstos vinculados a un dafio mitocondrial (41). En la patologia, las mitocondrias al interior
de los cardiomiocitos son afectadas por la acumulacién de lipidos ocasionando una mayor
demanda de oxigeno, este elemento a su vez, favorece aun mas la generacion de ERO y por
ende en el estrés oxidativo, aumentando la permeabilidad de membrana de la mitocondria
externa inductora de apoptosis (Figura 1.8) (49). ElI medio metabdlico en el que se encuentran
involucrados los procesos anteriores también afectan los niveles de &cidos grasos circulantes
y triglicéridos, aumentandolos; en la alteracién de vias de sefializacion a cardiomiocitos, entre

ellas la disfuncion mitocondrial, y la alteracion de procesos homeostaticos como autofagia y
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apoptosis (44), esta ultima elevada por un incremento de citoquinas inflamatorias y especies

reactivas de oxido nitrico relacionado también con el proceso necrético (51).
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FIGURA 1. 8: Esquema que representa a los factores metabolicos que contribuyen al
desarrollo de la miocardiopatia diabética. La disminucion de la oxidacion de glucosay a su
vez el aumento de acidos grasos incrementa ERO, lipotoxicidad y disfuncion mitocondrial.
Modificado de (53).

A nivel metabdlico, una de las hipdtesis para el incremento de ERO se basa en la
hiperglicemia vinculada a una elevacién de glucosa en la via de poliol, convirtiendo NADPH
en NADP eliminando Glutation, uno de los principales elementos del sistema antioxidante
(41,49), por lo que, tanto la elevacion de glucosa como de lipidos genera un aumento de ERO,
lo que a su vez desencadena disfunciones con el transporte de calcio, alteracion en la funcién
mitocondrial (44), muerte celular, hipertrofia de miocitos y generacion de fibrosis intersticial
(aumentando los depositos de colageno en el miocardio) (49) en el que el dafio miocérdico

ademas generaria apoptosis y la disfuncion ventricular (44).
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A nivel del nicleo celular, se encuentran receptores que promueven la utilizacion de &cidos
grasos libres mediante transcripcion de genes que codifican proteinas, como es el caso del
receptor PPAR-alfa (receptor alfa activado proliferador de peroxisoma). En pacientes con DM
se incrementa este receptor, el cual se activa cuando los niveles de &cidos grasos son
lipotdxicos (41) y disminuye los niveles de captacion de calcio por el reticulo sarcoplasmico.
A su vez, las proteinas de la matriz extracelular pueden aumentar en cantidad por la respuesta

inflamatoria generada por la union de AGES a receptores de la superficie celular (41,49).

La flexibilidad metabdlica caracteristica del corazdén también se ve comprometida con la
produccion de EROS. En condiciones normales la fosforilacion oxidativa mitocondrial
produce cerca del 95% del ATP cardiaco, sin embargo durante la hiperglucemia, la resistencia
a la insulina y el aumento de los triglicéridos afectan la utilizacion de glucosa como fuente
energética (43), por lo que el aumento de la oxidacion de los &cidos grasos y la ineficiente
flexibilidad metabolica del corazon diabético genera un desequilibrio entre el uso y la
generacion de ATP (48) y por consiguiente existe una fosforilacion oxidativa dafiada
acompafiada del incremento de EROs por parte de las mitocondrias (43,48) ademas de la

liberacion de protones mitocondriales que aumentan ain mas la produccion de EROs (43).

1.3.2.4 Fibrosis miocardica

La fibrosis intersticial surge del crecimiento desproporcionado del tejido conjuntivo presente
a nivel cardiaco, esto es, fibroblastos que sintetizan coldgeno y matriz extracelular de forma
exacerbada (52), ademas, también se presentan alteraciones en la degradacion del colageno
relacionadas con la disminucidn de la metaloproteinasa de matriz tipo 2 (MMP-2) (51). Esta
Gltima, también es conocida como gelatinasa A, la cual es secretada por fibroblastos y se
vincula con la actividad enzimatica en la destruccion de componentes como membranas

basales, elastina, colageno tipo IV, V, VIl y X (54).

Cabe sefialar que en la hiperglicemia las células endoteliales inducen la fision mitocondrial,
proceso vinculado a la apoptosis y ademas eleva el nivel de PKC presente en los fibroblastos
lo que deriva a un aumento tanto en cantidad como en almacenamiento del colageno (39). En
conjunto con lo anterior, se describe la aparicion de material PAS-positivo y el incremento en

la concentracion de triglicéridos y colesterol (52).

También, durante el estado de hiperglicemia, aumentan la acumulacion de las AGE’s, lo que

tiene como consecuencia una mayor oxidacién de lipidos y proteinas, aumento de la
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produccion de coldgeno y fibronectina e incremento del tejido conectivo y fibrosis (43),
incluso estas AGE’s producen mas EROs y factor transformador de crecimiento beta, por lo
que se produce en alin mas tejido conectivo y fibrosis miocardica (49). Al progresar la
patologia, estos elementos se depositan en el miocardio en células endoteliales y paredes
arteriales, siendo su distribucidn intersticial y perivascular (49,51). Las AGE’s también se
relacionan con el dafio generado a nivel vascular, neurolégico, inmunolédgico entre otros, tanto
en la DM como en el envejecimiento como tal (55). Por otra parte, el tipo de colageno que
prevalece en el epicardio y en la regién perivascular es de tipo | y I11 respectivamente, esto es
lo que conlleva a una rigidez del miocardio dificultando la relajacion del corazon y originando

una disfuncion diastolica (49).

1.3.2.5 Muerte celular

Los mecanismos moleculares que se afectan en la DM alteran la homeostasis de diferentes
vias, como los de apoptosis y autofagia (44). La muerte de los cardiomiocitos se ha
relacionado con la acumulacion de acidos grasos libres en el cardiomiocito, produciendo la
lipotoxicidad caracteristica en el desarrollo de la patologia, la cual genera la disminucion de
la autofagia fisioldgica de los miocitos e incrementa la apoptosis (48), ademas tanto el estrés
que se genera en el RS junto con la existencia de proteinas mal plegadas inhiben la sintesis
de proteinas nuevas y la degradacion de las dafiadas, por lo que también incentivan la
apoptosis y autofagia (43). Por otra parte, el estrés oxidativo también se ha relacionado en la
aceleracion de la apoptosis al participar en la glicosilacion y fosforilacion de la proteina p53
(45).

Las alteraciones funcionales del cardiomiocito como consecuencia de la apoptosis se
relacionan principalmente con la dinamica mitocondrial y la disfuncion contractil del
miocardio (49). Este mecanismo de muerte celular puede causar la pérdida del tejido
contractil, generar hipertrofia y fibrosis compensatoria (56). Por otra parte, en el estudio de
las cardiomiopatias, se ha observado que el proceso de autofagia es fundamental para evitar
la acumulacion de proteinas mal plegadas y organelos dafiados, ademas se eleva en

condiciones de estrés, arritmias crdnicas, isquemia e hipertrofia (57).

A su vez, en un estudio realizado en el afio 2004 se logré observar que, en el corazdn de ratas
alimentadas regularmente, la autofagia mantenia niveles bajos, mientras que aquellas

sometidas a ayuno de 48 horas el tamafio y nimero de los fagosomas estaba aumentado (58),
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en el caso de la apoptosis se ha observado mayores cardiomiocitos apoptoticos en ratas

diabéticas que en ratas normales (48).

1.3.3 Diagnostico y tratamiento

El diagndstico de esta patologia se establece cuando existe una disfuncion ventricular con o
sin sintomas que no son atribuibles a una enfermedad cardiaca propiamente tal (44). Sin
embargo, en su etapa temprana es asintomatica por lo que suele diagnosticarse por
ecocardiograficas de rutina, donde ademas se evaltan los diferentes cambios estructurales y
la funcidn sistdlica y diastdlica, describiéndose 4 etapas desde los hallazgos iniciales hasta el
dafio irreversible como tal, éstas se agrupan como se indica la Tabla 1.1 (51). En relacién al
tratamiento, diversos autores indican que la prevencion con habitos saludables, factores de
riesgo controlados como la glicemia y estudios complementarios tanto con la utilizacion de
marcadores biologicos como por el uso de imagenes que permitan visualizar la disfuncion
sistolica y diastolica precozmente, podrian dirigir una terapia farmacoldgica para prevenir la

fibrosis y asi la disfuncion cardiaca (59).

TABLA 1 .1: Clasificacion de los diferentes estadios de la miocardiopatia diabética, cada
uno de ellos con sus cambios caracteristicos donde se expone la severidad de la progresion
patologica desde el estadio 1 hasta el 4 (51).

Tabla 1  Estadios de la cardiopatia diabética
Clasificacion Estadio 1 Estadio 2 Estadio 3 Estadio 4
Caracteristicas Hipertrofia Funcion ventricular Funcion reducida Funcion reducida,
Ventricular normal o reducida microangiopatia micro y macro
angiopatia
Sintomas Sintomas con grandes Sintomas con Sintomas con Sintomas en reposo
esfuerzos esfuerzos moderados esfuerzos pequenos
Cambios Aumento de la masa Dilatacion Dilatacion + Dilatacion
estructurales ventricular y fibrosis Y fibrosis Y fibrosis
micro y
macroangiopatia
Cambios Disfuncion diastolica Disfuncion sistolica y Disfuncion sistolica y Disfuncion sistdlica y
funcionales diastolica diastdlica diastdlica
Realce tardio Sin fibrosis Posible fibrosis Frecuente fibrosis Fibrosis muy
Resonancia frecuente
Biomarcadores Normales Normales Elevados en caso de Elevados en caso de
Troponina inflamacion o inflamacion o

isquemia

isquemia

1.4 MUERTE CELULAR

La regulacién de la homeostasis es un elemento esencial para las células y para que este

balance ocurra diferentes procesos se realizan, uno de ellos es la muerte celular, ésta es
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fundamental para eliminar células a través de distintas vias bioquimicas que afectan sus
caracteristicas morfoldgicas, ya sea por activacion genética (muerte programada), como por
dafio, mutaciones, entre otros (60). Dentro de los mecanismos de muerte celular se destacan
la necrosis, apoptosis y autofagia. La primera se genera frente a una lesién aguda y esta
caracterizada por el aumento de volumen de la célula con su posterior ruptura, esparciendo su
contenido a las células vecinas y activando una respuesta inflamatoria (9,61) la apoptosis en
cambio, es un mecanismo de muerte celular ordenado, donde se activa una cascada proteolitica
mediada por caspasas (9); y, por ultimo, la autofagia corresponde a la autodigestion celular en
respuesta a diferentes estimulos (50,62). Para los fines de este estudio, se describe a

continuacion los mecanismos de apoptosis y autofagia.

1.4.1 Apoptosis

En 1972, Kerr y su grupo de investigacion acufian el término apoptosis para referirse a la
pérdida de celulas por parte de los tejidos para asegurar su sobrevivencia (63), en la que no se
activan mecanismos de respuesta inflamatoria, cumpliendo un rol clave en el desarrollo, la
eliminacion de células anormales, dafinas, no funcionales (61). De acuerdo al Comité de
nomenclatura de muerte celular (The Nomenclature Committee on Cell Death, NCCD),
durante la apoptosis ocurren cambios morfologicos caracteristicos, como lo son: que la
célula adquiera forma redondeada, la reduccién del volumen celular conocido como picnosis,
la condensacion de la cromatina, la fragmentacion del nucleo o cariorrexis, la leve a nula
modificacion ultraestructural de los organelos, la formacién de poros en la membrana
plasmatica que en las etapas finales alteran su integridad y la accion fagocitaria de células
aledarias (64).

Este proceso de muerte celular es llevado a cabo por la accion critica de cisteina-proteasas
especificas de sustrato para aspartato llamadas caspasas (60,63), las que escinden sus sustratos
en la zona carboxilo del residuo de &cido aspartico (65). En su forma inactiva, se denominan
procaspasas, y presentan una estructura de tres partes: una region amino terminal (N), una
zona de activacién o dominio largo y una porcion pequefia C terminal, cada una de estas partes
separadas de la contigua por sitios de anclaje de acido aspartico (66). Como zimodgeno,
permanecen como mondmeros, mientras que en su forma activa es necesaria su dimerizacion,
(66,67) lo que se logra mediante acciones proteoliticas entres sus dominios con la consiguiente
asociacion de la porcion larga con la pequefia, formando un heterodimero, a su vez, la

interaccion de dos heterodimeros conforma un tetramero con dos sitios cataliticos (68) y en
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donde las porciones N terminales también son removidas (69), tal como se observa
esquematicamente en la Figura 1.9. Cada uno de los heterodimeros consta de un sitio activo
para la unidn de su sustrato y la catélisis (70).

Prodominio
Asp

Subunidad q

grande
Caspasa " » >
iniciadora  e—p> P

Subunidad

pequeia

procaspasa-3 caspasa-3 activada

FIGURA 1.9: Esquema representativo del proceso de activacion de una caspasa 3, en la
que se evidencia la reorganizacion estructural entre sus dominios logrando su
conformacién como dimero. Modificado de (69)

Existen caspasas inflamatorias (1, 4, 5,12, 13, 14) (66,70), y caspasas apoptdticas que , a su
vez, se dividen en caspasas iniciadoras ( 2, 8,9, 10) y ejecutoras (3, 6, 7) (69,70) , las primeras
constan de pro dominios de interaccién proteina-proteina que permiten la formacion de
complejos que favorecen la auto ruptura en las zonas de residuos de &cido aspartico, en
cambio, las segundas no tienen la capacidad de autoproteolizarse por lo que requieren de la

accion de las caspasas iniciadoras para activarse (63).

El proceso de apoptosis tiene dos vias de accion: una extrinseca y otra intrinseca o
mitocondrial, sin embargo, ambas acttan en forma conjunta permitiendo amplificar la sefial
de muerte haciéndola mas efectiva (67). Las sefiales de muerte que desencadenan la activacion
de la apoptosis corresponden a sefiales extracelulares como ligados en el caso de la via
extrinseca, y sefiales como una elevada oxidacion intracelular, dafio del ADN por rayos UV,

radiacion ionizante, farmacos, en el caso de via intrinseca (67,70).

Dentro de los ligandos activadores se encuentran el ligando Fas y el factor de necrosis tumoral
alfa (TNF-a), los cuales se unen a sus receptores de muerte dispuestos en la membrana celular
(67). Estos receptores cuentan con un dominio extracelular para la unién de un ligando, un
dominio transmembrana y uno intracelular (61). En la via extrinseca el proceso se inicia con

la unién de un ligando, como el ligando Fas ubicado en linfocitos citotdxicos, con su receptor
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correspondiente (61,71), lo que genera cambios conformacionales que permite que el dominio
de muerte (DD), secuencia ubicada en el extremo intracelular, se acople a una proteina
adaptadora (61,67). Estos cambios atraen a caspasas iniciadoras inactivas, las procaspasas 8 o
las procaspasas 10, generando un complejo proteico denominado complejos de sefializacién
inductora de muerte (DISC) que activa a estas procaspasas gracias a su proximidad (67).

A su vez, durante la via intrinseca de la apoptosis ocurre la permeabilizacion de la membrana
externa de las mitocondrias lo que permite la liberacién de proteinas que facilitan la apoptosis
hacia el citosol, dada la importancia de este organelo para este proceso es que también se
denomina via mitocondrial, sin embargo también participa el reticulo endoplasmatico (RE)
permitiendo la liberacion de calcio (Ca*?), lo que en conjunto, inicia eventos apoptéticos (67)
generando estrés por la acumulacion de proteinas en el RE y en el flujo irregular de Ca*?
intracelular (60). Uno de los elementos liberados desde las mitocondrias es el citocromo c,
éste pertenece fisiologicamente a la cadena transportadora de electrones, pero cuando es
liberado al citosol es capaz de unirse a una proteina adaptadora denominada factor 1 activador
de la proteasa apoptdtica (Apaf-1), la cual tiene un dominio de reclutamiento de caspasas
(CARDS) (61). Esta interaccion permite la oligomerizacion de la Apaf-1 y el reclutamiento
de procaspasas 9 formando una estructura semejante a un anillo denominado apoptosoma, en
la que dichas caspasas se activan gracias a la proximidad que existe entre ellas (61), tal como

se muestra en la Figura 1.10.

Si bien cada caspasa cumple una funcion clave en el proceso apoptoético, es la caspasa 3 la
principal responsable de los efectos apoptdticos siendo la que se encuentra en mayor medida
en la célula y participando en la fragmentacion de la cromatina gracias a su unién a los
inhibidores de las nucleasas (69), ademas de utilizar como sustrato algunas proteinas
estructurales y en enzimas de reparacién del ADN. Esta caspasa ejecutora actua tanto en la
via extrinseca interaccionando con la caspasa iniciadora 8, como en la via intrinseca,

haciéndolo con la caspasa 9 (65).
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FIGURA 1.10: Esquema de los principales eventos de la via extrinseca e intrinseca de la
apoptosis en una celula, dichas vias confluyen en la activacion de la caspasa-3 que
desencadena una cascada de interacciones para la muerte celular. Modificado de (61).

Existen proteinas que regulan la via intrinseca de la apoptosis, las cuales pertenecen a la
familia de las Bcl-2. Esta familia se puede dividir en tres grupos: las antiapoptéticas o
prosupervivencia, proapoptoticas y las proapoptoticas solo-BH3 (Figura 1.11) (60,69). Las
Bcl-2 pueden tener hasta 4 dominios denominados BH1, BH2, BH3 y BH4, las antiapoptdticas
suelen tener los cuatro, en cambio las proapoptoticas, tienen de 1 a 3 dominios. Son ejemplos
de proteinas Bcl-2, antiapoptéticas las Bcl-2, Bcl-xl, Al, entre otras; mientras que dentro de

las proapoptoticas la Bax, Bcl-Xs, Bird y Bak (72).
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FIGURA 1.11: Clasificacion de las proteinas de la familia BCL-2 de acuerdo a su accion:
proapoptdtica, antiapoptotica o BH3 proapoptotica, cada una con su particularidad
estructural. Modificado de (69).

En células sanas BAK se encuentra en las mitocondrias, presentando un dominio
transmembrana que sobresale en la membrana externa, mientras que BAX se encuentra en el
citosol (67,73), sin embargo, cuando una sefial apoptotica es suficientemente importante, se
estimula a las proteinas BH3 (Bad, Bid, Noxa, etc.) que transmiten la sefial para que,
principalmente, BAX y BAK se oligomericen logrando permeabilizar la membrana externa
de las mitocondrias y desde alli inducir la liberacion del citocromo ¢ (61,73) que desencadena

lo descrito anteriormente.

1.4.2 Autofagia

La autofagia corresponde a un mecanismo de autodigestion celular que ocurre en respuesta a
estimulos como organelos dafiados, proteinas longevas, proteinas mal plegadas, hipoxia y falta
de nutrientes (62), su mecanismo molecular fue descrito por primera vez en levaduras en el
afio 1992 por el profesor Yoshinori Ohsumi, quien observd como las células de levaduras
indujeron la secuestracion de componentes de su propio citoplasma en una vacuola como

respuesta a la falta de nutrientes (74).
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Este proceso presenta dualidad de accién en la sobrevida celular: corresponde a un mecanismo
que permite la sobrevida de la célula frente a condiciones adversas (75) participando en
diferentes procesos como la regulacion del crecimiento, diferenciacion, respuestas frente al
estrés oxidativo, reciclaje de organelos y macromoléculas (62); siendo la falta de glucosa,
factores de crecimiento, oxigeno y aminoacidos los principales inductores de esta actividad
catabdlica (58), sin embargo, bajo ciertas circunstancias, puede funcionar como una via de
muerte celular en la que se ha observado, bajo microscopio electronico, la presencia de un
gran numero de vacuolas autofagicas en el citoplasma celular (76). EIl NCCD define la muerte
celular por autofagia como cambios morfoldgicos visibles en microscopia electronica de
transmision en la que no hay presencia de cromatina condensada, pero si una gran cantidad de
vacuolas citoplasmaticas asociadas a la autofagia y en que la accion fagocitica es poca o nula
(64).

Se reconocen tres formas de autofagia: dependiente de chaperonas, microautofagia y
macroautofagia. En la primera se requiere que receptores lisosomales reconozcan una
secuencia motivo en las proteinas citosolicas para su ingreso a la vacuola; a su vez, en la
microautofagia se produce una invaginacion de la membrana de la vacuola permitiendo la
degradacion del contenido absorbido; y por ultimo, en la macroautofagia se forma un
autofagosoma como resultado de una vesicula doble membrana independiente que se juntara
con lisosomas, secuestrando el contenido a degradar, y es a esta forma que se le denomina

autofagia como tal (75,76,77) y sera descrita a continuacion.

En el inicio de la autofagia ocurre la aparicion de una estructura de doble membrana en forma
de “C” en el citoplasma celular (78,79), en el caso de los mamiferos se ha postulado que esta
estructura proviene de la regién ribosomal libre del RS, sin embargo, también se sugiere la
existencia de esta membrana como un organelo individual denominado fagéforo (75,78).
Posteriormente esta estructura se cierra formando una vacuola en la que se quedan atrapadas
las sustancias a degradar, lo que conforma el autofagosoma, éste se fusiona con una vacuola
lisosomal conformando un cuerpo autofidgico que degrada su contenido por la accion
enzimatica (78,79).

Molecularmente la primera etapa de este proceso esta regulada por la accién critica del
complejo diana de la rapamicina: TORC en levaduras y mTORC en mamiferos. Este complejo

consta de dos formas: Tor 1y Tor 2, sin embargo, es en el primero el que desempefia un papel
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clave en la autofagia (80) y esta conformado por 5 proteinas que, en su conjunto, son reguladas

por fosforilacion/desfosforilacion (58,57).

Tanto la insulina como factores de crecimiento y otras sefiales metab6licas (81), mantienen la
TORC1 activada por lo que se inhibe la autofagia; por otra parte, cuando los niveles de
nutrientes son bajos, TORC 1 se inhibe y en consecuencia se activa la autofagia (79,80). En
su forma activa TORC1 fosforila al complejo ULK manteniéndolo inactivo, mientras que la
inactivacion de TORCL1 permite la activacion del complejo ULK (79). Ademés de TORC1,
existen otras proteinas reguladoras del complejo ULK como las AMPK (proteina quinasa
dependiente de adenosina monofosfato) y PKA (proteina quinasa) (57,58).

Cuando existe una sefial para activar la autofagia, la proteina ULK1 (perteneciente al complejo
ULK) fosforila y activa a la proteina ATG6 en levaduras, también llamada Beclin-1 en
mamiferos, de esta interaccion se obtiene como producto PIP3 (3-fosfatidilinositrol fosfato)
que permite el reclutamiento de mas ATGs sobre la doble membrana de la vacuola en
crecimiento (57,58). Este fagdforo continla su crecimiento o elongacion gracias a la
interaccion con otros complejos proteicos pertenecientes a la familia de proteinas ATG
(57,58).

Posteriormente, tras diversas interacciones proteicas, se forma un nuevo complejo al cual se
acopla la ATG8 también conocida como LC3 Il (proteinas asociadas a los microttbulos de la
cadena ligera) (57,58). La unién de LC3 Il al fagoforo cierra la vesicula formando el
autogafosoma. Una vez formado el autofagosoma y por accion de la autofagina, los complejos
formados son liberados de la membrana externa, de esta forma el autofagosoma se puede
fusionar con los lisosomas, evento mediado por la proteina Rab7, Lampl y Lamp2, lo que
genera la formacion del autofagolisosoma (57,58). Finalmente, el contenido a degradar se
vierte y se degrada en el autofagolisosoma (57,58). El proceso descrito anteriormente se puede

observar a continuacion en la Figura 1.12.

34



V&
LC3 11 |-PE \" p
w > wm —> aw > v

Autofagosoma Fusion Degradacion

Nucleacion  Elongacion : d id
maduro de lisosoma e contenido

FIGURA 1.12: Esquema de las vias de autofagia con la interaccion entre diversas proteinas
permitiendo la elongacion del fagéforo y posteriormente cierre de la vacuola (82).

Como anteriormente mencionado, la proteina Beclin-1 es una de las mas relevantes dentro del
complejo ULK y se activa por fosforilacion. Para que el proceso de autofagia ocurra, esta
proteina debe desvincularse de la proteina Bcl-2 y formar dimeros para interaccionar con PI13-
kinasa 111 o Vps34, estos complejos pueden ser observados en zonas de compartimientos
autofagosomales en el citoplasma mediante técnicas de inmunohistoquimica e
inmunofluorescencia, por ende, su actividad en condiciones normales es inhibida por la

proteina anti-apoptotica Bcl-2 (83,84).

1.4.3 Muerte celular en patologia cardiaca

Los procesos de muerte celular se generan como respuesta a diversas alteraciones por lo que
forman parte de distintas cardiopatias (85). En el caso de la apoptosis ha sido relacionada con
el infarto agudo al miocardio, lesiones de isquemia-reperfusion, la displasia ventricular
derecha y también en las etapas finales de la cardiomiopatia dilatada e isquémica (86).
Ademas, considerando la funcion del corazon, las células cardiacas estan expuestas a
estimulos que impulsan remodelacion, cambios de tamafio celular y mecanismos metabdlicos
protectores, por lo que es necesario que existan vias que permitan un recambio proteico para
mantener la actividad del sarcomero de forma eficiente, siendo la autofagia una de ellas,
desempefiando un rol fundamental en la degradacion del coldgeno y la remodelacién celular

presentandose como un mecanismo de proteccion de las células cardiacas (87).

La muerte celular en la diabetes se ha observado en diversos érganos en modelos in vivo y en

células endoteliales in vitro (85). En el caso de la miocardiopatia diabética, tal como se ha
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mencionado con anterioridad, es conocido que forman parte de los mecanismos del dafio
cardiaco tanto la hiperglicemia, como la resistencia a la insulina, los &cidos grasos, el estrés
oxidativo, los procesos inflamatorios, la fibrosis, hipertrofia, disfunciones mitocondriales,
estrés del RE y la disfuncion endotelial, en que la muerte celular es una de las ultimas
alteraciones de las células cardiacas (71). A su vez, se ha evidenciado que la hiperglicemia
induce a la apoptosis de los cardiomiocitos y en consecuencia se genera la disminucion de la
funcién contréctil promoviendo la remodelacion del corazén (71,88), 61 veces mas en células
endoteliales y 26 veces mas en fibroblastos en comparacion a controles (88). Ademas, se ha
evidenciado que, tanto en pacientes diabéticos hipertensos como en diabéticos sin
hipertension, no se presentaron diferencias en los niveles de apoptosis, por lo que se sugiere
que la hipertension no es responsable de la muerte del miocardio, sino la diabetes por si sola
(88). Por otra parte, considerando las vias apoptoticas y el requerimiento por parte del corazon
de un flujo energético preciso proveniente de la energia oxidativa mitocondrial, los defectos

en este organelo también estan asociados a enfermedades cardiovasculares (89).

Del mismo modo, los primeros datos que conectan la autofagia con el desarrollo de patologias
cardiacas fueron obtenidos en pacientes con cardiomiopatia dilatada, ademas diversos
estudios han relacionado la autofagia con el desarrollo de diabetes, desordenes inflamatorios,
infecciones e incluso el cancer (76,90), por ende, bajo ciertas condiciones protege y potencia
la sobrevida celular, mientras que en otros escenarios favorece el desarrollo de enfermedades
cardiovasculares (58). En investigaciones de isquemia-reperfusion se ha visto que la autofagia
pareciera cumplir un rol protector durante la isquemia (activada por AMPK) y dafiino durante
la reperfusion (dependiente de Beclin-1) (58), otros autores sostienen que durante la isquemia
acta como un proceso adaptativo en la que podria eliminar mitocondrias dafiadas para
contrarrestar la generacion de ROS (76) y reduciendo la apoptosis (87), sin embargo, durante
la reperfusién no esta claro si es beneficiosa 0 no, debido a que experimentalmente se ha

observado de ambas formas (76).

En diversos modelos se sugiere que la autofagia se muestra como mecanismo que previene la
apoptosis al retirar los componentes dafiados, (90) removiendo proteinas pro apoptéticas o
generando inhibidores de las caspasas (91), por lo que al inhibir la autofagia se desencadenan
procesos apoptéticos, en cambio, su actividad previene los estimulos apoptoticos (92). En el
caso de la cardiomiopatia diabética, en la diabetes tipo 2, algunos estudios sugieren la
autofagia como mecanismo de compensacion frente a la resistencia a la insulina,

permitiéndoles a las células cardiacas mantener su funcién y estructura, sin embargo, otros
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modelos barajan resultados no definitorios, donde se han demostrado que su actividad esta
disminuida (76), otros resultados la establecieron como aumentada e incluso se ha observado
sin alteraciones (50).

1.5 PROYECCIONES

De acuerdo a la literatura, se infiere que la muerte celular por apoptosis a nivel cardiaco, es
un mecanismo fundamental en la progresién patoldgica (71,85,88,93); mientras que en el caso
de la autofagia sus resultados son dispares (50,58). Por otra parte, las investigaciones han
demostrado que existe un aumento progresivo de fibrosis directamente proporcional al
progreso de MCD en periodos cortos de tiempo (46). Considerando lo anterior, es que diversos
estudios avalan continuar de manera mas profunda con la investigacion de los mecanismos
afectados en la MCD ya que aun se desconocen a cabalidad la complejidad de sus vias
(40,42,49). Del mismo modo, el conocimiento en relacion a la progresion temporal de estos
elementos previo al dafio funcional del corazon diabético, es ain mas desconocido y no han

sido dilucidados.

Finalmente, la utilizacion de animales para investigacion cumple un rol fundamental en el
estudio fisiopatologico de enfermedades como lo es la MCD. Una de las vias para desarrollar
este modelo bioldgico, es la utilizacion de un inductor quimico en roedores, que corresponde
a un farmaco llamado estreptozotocina (STZ), este es un antibidtico y es ampliamente
utilizado en investigacion, donde se caracteriza por causar una destruccion en las células beta
de los islotes del pancreas de estos animales, lo que, a su vez, genera la disminucion de insulina
y desencadena una hiperglicemia, lo que se conoce como diabetes experimental (46,94).
Utilizando este modelo se han desarrollado diversas investigaciones en la que se han
evidenciado los eventos antes mencionados, como el aumento de ERO y el deterioro
mitocondrial (41), mientras que otros se centran en buscar medidas terapéuticas efectivas (49);
en ambos casos los procesos de muerte celular por apoptosis y autofagia podrian cumpliar un

rol importante en el progreso patoldgico (56,76).

1.6 HIPOTESIS

Existen diferencias en la marcacion de apoptosis, autofagia y fibrosis en el miocardio de ratas
Sprague Dawley adultas con diabetes mellitus inducida por estreptozotocina y las ratas
control, a las 2, 4, 8 y 12 semanas post inyeccion, esto de acuerdo a lo observado en diferentes

estudios que han demostrado que en la diabetes mellitus puede haber complicaciones a nivel
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cardiaco (miocardiopatia diabética) donde las alteraciones metabolicas forman parte del

desarrollo patoldgico.
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CAPITULO 2. OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GENERAL

Comparar la marcaciéon de fibrosis, apoptosis y autofagia en miocardio de ratas adultas

Sprague Dawley con y sin diabetes mellitus inducida por estreptozotocina a las 2, 4, 8 y 12

Semanas.

2.1.2 Objetivos especificos

A.

Describir el porcentaje de fibrosis en el miocardio de ratas adultas de la cepa Sprague
Dawley con diabetes mellitus inducida por estreptozotocina y ratas sin diabetes

(control), a las 2, 4, 8 y 12 semanas post inyeccion.

Describir el porcentaje del area de inmunomarcacion de apoptosis y autofagia en el
miocardio de ratas adultas de la cepa Sprague Dawley con diabetes mellitus inducida
por estreptozotocina y ratas sin diabetes (control), a las 2, 4, 8 y 12 semanas post

inyeccion.

Describir la intensidad de pixeles de inmunomarcacion de apoptosis y autofagia en
el miocardio de ratas adultas de la cepa Sprague Dawley con diabetes mellitus inducida
por estreptozotocina y ratas sin diabetes (control), a las 2, 4, 8 y 12 semanas post

inyeccion.

Comparar el porcentaje de fibrosis en el miocardio de ratas adultas de la cepa Sprague
Dawley con diabetes mellitus inducida por estreptozotocina y ratas sin diabetes

(control), a las 2, 4, 8 y 12 semanas post inyeccion.

Comparar el porcentaje de area de inmunomarcacion de apoptosis y autofagia en el
miocardio de ratas adultas de la cepa Sprague Dawley con diabetes mellitus inducida
por estreptozotocina y ratas sin diabetes (control), a las 2, 4, 8 y 12 semanas post

inyeccion.

Comparar la intensidad de pixeles de inmunomarcacién de apoptosis y autofagia en el

miocardio de ratas adultas de la cepa Sprague Dawley con diabetes mellitus inducida
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por estreptozotocina y ratas sin diabetes (control), a las 2, 4, 8 y 12 semanas post

inyeccion.
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CAPITULO 3. MATERIALES Y METODOS

Esta investigacion se enmarca en el proyecto elaborado por el Dr. Rienzi Diaz denominado
“Muerte celular y fibrosis en miocardio de ratas con diabetes mellitus experimentalmente
inducida por estreptozotocina’’ €l cual fue aprobado previamente por el Comité Institucional
de Bioética para la Investigacion con Animales de la Universidad de Valparaiso en el afio
2018 (Anexo 1). Experimentalmente, esta investigacion se considera de riesgo minimo dada
la disponibilidad de muestras procesadas y fisicamente almacenadas en el Laboratorio de
Ciencias Morfoldgicas perteneciente al Centro de Investigaciones Biomédicas de la Escuela
de Medicina de la Universidad de Valparaiso. Infelizmente, al inicio del afio 2020, ocurre a
nivel mundial la emergencia sanitaria producto del COVID-19, generando el cierre de las
dependencias universitarias incluyendo laboratorios, lugar fisico donde se desarrollaria el
experimento para esta investigacion. Por lo tanto, con el propésito de mantener la viabilidad
de este estudio se realizaron modificaciones en conjunto con la asesoria de los tutores para

generar resultados simulados utilizando herramientas computacionales.

A continuacién, se describen los procedimientos realizados por el proyecto base para la

obtencion de muestras y las modificaciones necesarias para su actual formato teorico.

3.1 ANIMALES Y PROCESAMIENTO

En la investigacion base se utilizaron 40 ratas adultas machos de la cepa Sprague Dawley, las
cuales recibieron agua y comida ad libitum, ciclo circadiano de luz-oscuridad 12:12 h,
ambiente con temperatura de 21°C y humedad del 50%, ventilacion controlada y libre de
ruido. Para inducir la diabetes mellitus, tras 12 horas de ayuno, se aplicé una tnica inyeccion
via intraperitoneal de 65 mg/kg, ip de STZ disuelta en buffer citrato 0.1M de pH 4.5, a la
mitad de las ratas. En el caso de las ratas utilizadas como control solo se inyect6 buffer citrato
0.1M, pH 4.5. Luego se procedié a confirmar la hiperglucemia una vez por semana (glucosa
en sangre > 200 mg/dL), utilizando un glucémetro y muestras de sangre obtenida desde la
vena femoral de cada rata. De este modo el disefio experimental se definid de la siguiente
manera: 20 animales diabéticos y 20 controles, ambos grupos dividido a su vez en 4 grupos
de acuerdo a la semana de sacrificio (2, 4 ,8 y 12 post inyeccion) con un n=5 para cada uno,

tal como lo muestra la Tabla 3.1.
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TABLA 3. 1: Division y tiempo de sacrificio para cada grupo de las 40 ratas utilizadas en el

estudio.
GRUP TIEMPO DE RATAS RATAS
0 SACRIFICIO DIABETICAS CONTROL
1 2 semanas post SZT n=5 n=5
2 4 semanas post SZT n=5 n=5
3 8 semanas post SZT n=5 n=5
4 12 semanas post SZT n=5 n=5

Para el sacrificio de los animales en el tiempo que correspondia, se utilizd una caja de
induccion anestésica en la que se administro isoflurano 5% mezclado con oxigeno al 100%.
A continuacion, luego de la anestesia y verificando que las ratas no tenian reflejos, se procedio
a realizar la extraccion del corazon de cada una, éstos se cortaron en 3 secciones con un grosor
de 3 mm a lo largo del eje corto del ventriculo izquierdo desde el &pex a la base. Las ratas
fueron numeradas en orden consecutivo y cada una de las secciones fue designadas como A,
B y C (Figura 3.1). Por lo tanto, la seccion superior del corazon de la rata 1 fue designada
como R1A, la zona media como R1B y la zona inferior como R1C. Se siguid la misma légica
para todas las secciones de corazon de todas las ratas del proyecto, cambiando el nimero
correlativo de la rata. Todas las muestras fueron fijadas en formalina tamponada al 10% con
su posterior inclusion en parafina, los que fueron almacenados en el laboratorio a temperatura

ambiente (21°C) y sin exposicién a la luz solar u otras fuentes de calor.

FIGURA 3 1: En A se muestra esquematicamente los cortes que se realizaron para obtener
las zonas A, B y C de cada corazdn. Posteriormente, como se observa en la fotografia B, son
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depositados en su cassette con la rotulacion correspondiente para continuar con el
procesamiento.

Por otra parte, para el desarrollo de la investigacién en su modalidad tedrica se utilizé el
mismo disefio experimental, sin embargo, tras la recopilacion y revision de informacion, se
considero6 una Unica muestra de miocardio para cada rata y no tres secciones (A, B y C) como
se habia planteado experimentalmente, de este modo cada grupo se denomind segun el tiempo
de sacrificio (semanas) acompafiado de una C para control o DM para las diabética, por
ejemplo: 2C para el grupo control de la semana 2 y 2DM para el grupo diabético de la semana
2. Ademas, para que la investigacion fuera estadisticamente viable, se realizé un nuevo célculo
del tamafio muestral, tal como se detalla a continuacion. Ambas modificaciones responden a

los requerimientos de la simulacion de resultados.

3.2 SIMULACION DEL TAMANO MUESTRAL

Para realizar este nuevo calculo, se procedié a buscar a través de un notebook con conexion a
internet en las principales bases de datos, tales como: PubMed, Google Académico y Scientific
electronic library online (Scielo), un articulo cientifico en que se abarcara caracteristicas
similares al modelo planteado de esta investigacion y teniendo como referencia la variable
fibrosis, debido a que es la mas reportada cientificamente.

Los criterios utilizados para la busqueda fueron:

e Estudio realizado en modelos murinos con miocardiopatia diabética entre los afios
2005 a 2020.

e Modelo diabético obtenido mediante induccion por estreptozotocina.

e Aplicacion de una o varias inyecciones intraperitoneales de estreptozotocina, con dosis
entre 50 a 70 mg/kg.

e Realizaciéon de una cuantificacion porcentual de colageno mediante técnicas

histoquimicas.
Bajo estas condiciones, previa revision y seleccion de articulos, se eligié trabajar con el

estudio denominado “Atorvastatin alleviates experimental diabetic cardiomyopathy by

suppressing apoptosis and oxidative stress” publicado en el afio 2015 en el Journal of
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molecular histology (95). Posteriormente, se extrajeron valores de referencia y se utilizo la

siguiente férmula:

2(z, + 25)2 * 52

n

Donde z, corresponde a 1.645, zp = 0,842 (potencia del 80%), s> con un valor de 0,3 y d=0,8.

Al realizar el célculo se obtuvo un resultado de n=9 para cada grupo. De esta forma el n total
para esta investigacion se modificé a 72 ratas (36 controles y 36 diabéticas) divididas en cada

grupo tal como se plante6 en el disefio experimental.

3.3 SIMULACION DE GLICEMIAS

Para determinar la concentracion de glucosa en sangre se procedio a buscar en las principales
bases de datos de bibliografia cientifica, investigaciones que cumplieran las siguientes
condiciones:
e Estudio realizado en modelos murinos con miocardiopatia diabética entre los afios
2005 a 2020.
e Modelo diabético obtenido mediante induccion por estreptozotocina.
e Aplicacion de inyeccidn intraperitoneal de estreptozotocina, con dosis entre 50 a 70

mg/Kkg.

Tras la revision y seleccidn de articulos con los criterios impuestos (95,96,97,98), se obtuvo
un promedio con sus glicemias junto al promedio de sus desviaciones estandar, previa

conversion de unidades a miligramos por decilitro (mg/dL) cuando correspondia.
Una vez conseguida esta informacion, a través del software Microsoft Excel, se utiliz6 la

herramienta de ‘’Generacion de nimeros aleatorios’’ tal como lo muestra la Figura 3.2, con

la finalidad de simular valores de glucemias bajo un comportamiento uniforme.
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FIGURA 3. 2: Imagen del programa Microsoft Excel con la herramienta de generacion de
numeros aleatorios, en el centro se detalla una distribuciéon normal.

3.4 TECNICA HISTOQUIMICA

Experimentalmente, para lograr determinar las zonas del tejido cardiaco que presentan
fibrosis, se escogiéo emplear la técnica para fibras colagenas denominada Tricromico de

Masson, caracterizada por evidenciar la presencia de este componente con la coloracion azul.

Para ello, en el laboratorio se procederia a realizar cortes de 5 micras en un micrétomo (marca
ACCU-CUT, modelo SRM 200 CW) a cada uno de los bloques almacenados por rata, estos 3
cortes (A, B y C) pasarian a ser adheridos a un portaobjeto previamente xilanizado y rotulado
segun la rata y semana de obtencion de la muestra, permitiendo la adquisicion de laminas
histoldgicas con las 3 secciones en estudio para cada rata. Estas, posteriormente serian
procesadas gradualmente desde la desparafinacion hasta el montaje de acuerdo al protocolo
adjuntado como anexo 2. Ademas, para verificar el procesamiento de la técnica a implementar,
se utilizaria como control externo, un corte de corazon humano infartado, el cual seria
facilitado por el laboratorio.

Para la identificacion de zonas fibroticas, se procederia a observar todas las laminas con sus
tres zonas (A, B y C) con un microscopio Optico Olympus CX21 con camara integrada
Olympus U-TVO conectado a un computador, luego, a través del software Motic images plus

2.0, se elegiria un campo al azar de cada una de las zonas en un aumento de 10x y se procederia
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a tomar una microfotografia. Posteriormente, las microfotografias serian analizadas
digitalmente con el software Image J y con las herramientas del programa se definiria el
porcentaje de area con fibrosis sobre el area total de la imagen, siendo el analisis de cada
imagen realizado por dos observadores para calcular el promedio entre ambos porcentajes
obtenidos.

En su desarrollo tedrico, para obtener datos porcentuales de fibrosis, se procedié a buscar en
la literatura, investigaciones cientificas que cumplieran los mismos criterios que en la
simulacion del tamafio muestral. Una vez recopilados y seleccionados los archivos, se genero
una planilla en Microsoft Excel en la que se ingresaron los datos de cada uno de estos
documentos, destacandose: el n utilizado, las semanas de sacrificio de los animales, la media

del % de fibrosis y la desviacion estandar de ésta, tal como indica la Figura 3.3.
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FIGURA 3. 3: Imagen de la planilla generada en Microsoft Excel con la recopilacién de los
datos de los articulos seleccionados.

Luego, los datos correspondientes a las semanas de sacrificio de los animales y las medias de
fibrosis de cada uno los articulos seleccionados, se ingresaron al software Graph Pad 8 para
obtener una grafica de semanas versus media de fibrosis y asi observar la linea de tendencia
de los datos de la variable (Figura 3.4). Utilizando una herramienta del mismo software, se
obtuvo la ecuacion de la recta de dicha linea de tendencia que permitio extrapolar los datos de

medias de fibrosis para las semanas de interés de esta investigacion (2, 4, 8y 12).
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FIGURA 3. 4: Imagen que representa lo visualizado el programa Graph pad 8 tras el
ingreso de datos, las lineas punteadas corresponden a las lineas de tendencia de las cuales
se obtuvo la ecuacion de la recta.

Para determinar las desviaciones estandar de las medias obtenidas, se elaboro, utilizando el
mismo software, un grafico de medias de fibrosis versus desviacion estandar de fibrosis de las
mismas investigaciones ya mencionadas, para obtener la linea de tendencia de esta variable.
Del mismo modo, a partir de la linea de tendencia se obtuvo la ecuacion de la recta en donde
se pudo extrapolar los datos de las desviaciones estandar de fibrosis obtenidas previamente y

gue son de interés para este trabajo investigativo.

3.5 TECNICA INMUNOHISTOQUIMICA

Originalmente, tanto para el estudio de apoptosis como el de autofagia se procederia a realizar
la técnica de inmunohistoquimica, en el primer caso con el anticuerpo anti-caspasa-3-activada
(ab2302) y en el segundo con el anticuerpo anti-Beclin-1(ab62557) disponibles en el

Laboratorio de Ciencias Morfoldgicas de la Universidad de Valparaiso.

Se pretendia realizar cortes de 5 micras a cada molde de las muestras y cada corte,
posteriormente, adherido a un portaobjetos con doble poli-L-lisina donde se derivaria al
procesamiento segun lo establecido en el protocolo del anexo 3 para caspasa-3-activada y el

anexo 4 para Beclin-1, dichos protocolos se obtuvieron mediante la realizacion de
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estandarizaciones que permitieron elegir las diluciones de los anticuerpos primarios y
secundarios, ademas de los tiempos con mejores resultados. En el caso de Beclin-1 el
anticuerpo primario tendria una dilucion de 1:250 con su anticuerpo secundario diluido en
1:1000, mientras que para caspasa-3-activada se implementaria una dilucion experimental del
anticuerpo primario en 1:50 y 1:100; y con su anticuerpo secundario en 1:250, cuyas

concentraciones quedaron pendientes de confirmacion dado a la situacion actual del pais.

Para la verificacion del procedimiento, se implementarian dos controles, un control positivo
externo y uno negativo externo, en el caso de Beclin -1 sera una muestra de cancer
cervicouterino y en el caso de caspasa-3-activada higado humano, ambos adquiridos en el
laboratorio. Al control negativo externo, no se le incubaria el anticuerpo primario y en su

lugar, se utilizara una solucién de PBS al 10%.

Para el analisis inmunohistoquimico se observaria cada placa con sus tres zonas (A, By C)
mediante un microscopio Optico con camara integrada conectado a un computador. Se
seleccionaria, con aumento de 40x, 10 campos al azar de cada zona de los portaobjetos para
luego, utilizando el software Image J, obtener la relacion entre area con marcacion
inmunohistoquimica y el area total de cada campo elegido. A su vez, para el analisis de
intensidad, las imagenes se trabajarian con el mismo software al cual se le integrarian los datos
de intensidad, para luego seleccionar la zona de interés y calcular la intensidad reciproca, cuyo
valor O corresponde a lo mas oscuro y 250 para lo mas claro (37). En ambos casos, porcentaje
e intensidad, se procedera a obtener un promedio de las 10 fotografias para tener un unico
valor por zona y, a su vez, cada imagen seria analizada por dos observadores para luego
calcular el promedio.

Para obtener los datos tedricos de la variable de porcentaje del area de inmunomarcacion de
caspasa-3-activada y Beclin-1, se recolectaron y seleccionaron estudios con las siguientes

caracteristicas:

e Estudio realizado en ratas con miocardiopatia diabética.

e Uso del modelo diabético inducido por estreptozotocina.

e Aplicacion de técnica inmunohistoquimica de caspasa-3-activada y/o Beclin-1.

e Presentar al menos una microfotografia de las técnicas inmunohistoquimicas tanto del

control como de los animales diabéticos.
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Considerando la informacion que entregaban las fotografias inmunohistoquimicas es que, en
conjunto con el tutor de tesis, se procedio a realizar una estimacion cualitativa del porcentaje
de inmunomarcacion del anticuerpo para caspasa-3-activada (95,99,100) y Beclin-1 (101),
extrapolando los datos para cada semana de interés. De esta forma se generé un rango de
valores para los controles y otro para los DM en cada uno de los tiempos, luego se ingresaron
estos datos en la herramienta generacion de datos aleatorios y bajo un comportamiento
uniforme, se obtuvieron los resultados. Este procedimiento responde a la falta de informacion

de estudios inmunohistoquimicos para los marcadores.

A su vez, para el estudio de muerte celular en relacion a la variable de intensidad de
inmunomarcacion, producto de la escasez de informacion de estudios inmunohistoquimicos
para los marcadores de este proyecto, es que se realizo una busqueda en las mismas bases de

datos mencionadas anteriormente, los siguientes criterios:

e Estudio realizado en ratas con miocardiopatia diabética.
e Uso del modelo diabético inducido por estreptozotocina.
e Estudios de Western Blot para caspasa-3-activada y/o Beclin-1.

e Que se haya realizado una cuantificacion de estas proteinas en unidades arbitrarias.

Posteriormente se procedié del mismo modo que para los datos de la variable de fibrosis, es
decir, se cred una planilla Excel para recopilar la informacién mas relevante de cada articulo
cientifico (Figura 3.5) y se crearon graficos de medias, ya sea de caspasa-3-activada o Beclin-
1 v/s semanas de sacrificio, para luego obtener la linea de tendencia con su ecuacion de la

recta y extrapolar datos de medias en las semanas de interes.
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FIGURA 3. 5: Imagen de la planilla generada en Microsoft Excel con la recopilacion de los
datos de los articulos seleccionados para la variable de intensidad.

En el caso de las desviaciones estandar de las medias, se elaboré un grafico de medias de
caspasa-3-activada o Beclin-1 v/s desviacion estandar de las investigaciones seleccionadas y
se obtuvo la linea de tendencia con su respectiva ecuacion de la recta, esto permitié generar
las desviaciones estandar de las medias que se obtuvieron anteriormente correspondientes a la

semana 2, 4,8y 12.

Considerando lo anteriormente planteado, la unidad de medicion de esta variable de intensidad

se modifico a unidades arbitrarias.

3.6 GENERACION DE DATOS

Una vez obtenidos los datos de medias y desviaciones estandar para cada variable (fibrosis,
autofagia y apoptosis) en cada uno de los tiempos establecidos (2, 4 ,8 y 12 semanas post
inyeccion) se procedio a ingresarlos en la herramienta de ‘’analisis de datos’’ que presenta

Microsoft Excel tal como lo indican la Figuras 3.6 y luego en la seleccion de “’generacion de
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numeros aleatorios ‘como lo muestra la Figura 3.7. Se debe considerar, ademas, que la

distribucion de los datos se determiné de caracteristicas Normal.
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FIGURA 3. 6: Visualizacion de Microsoft Excel con la herramienta de andlisis de datos
utilizados en esta investigacion.
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FIGURA 3. 7: Visualizacién de Microsoft Excel con la herramienta de generacién de datos
utilizada para obtener los valores simulados de las variables de esta investigacion.
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3.7 ANALISIS ESTADISTICO

Todos los datos son expresados como media + desviacion estandar. Se aplico el test de Shapiro
Wilk y p<0,05 para considerarlo estadisticamente significativo. Para realizar la comparacion
entre los grupos en los distintos tiempos se utilizd el test ANOVA de dos vias con
comparaciones multiples y posteriormente la prueba de comparaciones multiples de Tukey.
Todos los anlisis estadisticos de los datos fueron realizados con el software Graph Pad Prism

version 8.0.
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CAPITULO 4. RESULTADOS

De acuerdo a las caracteristicas de esta investigacion en que no se permite la pérdida de
sujetos, todos los resultados presentados a continuacion responden a un total de 72 animales,
siendo 36 controles y 36 diabéticos, tal como se describid anteriormente.

4.1 GLICEMIAS

Al momento del sacrificio, las glicemias de las ratas del grupo control fue en promedio 133.27
+ 10,83 mg/dl y de las ratas diabéticas de 513.06 + 14.11 mg/dl (media + SD). Durante todo
el experimento se mantuvo una diferencia significativa entre los grupos control y diabéticos
con p<0.001. Los valores de glicemias de cada uno de los tiempos se muestran en la Tabla
4.1

TABLA 4 1: Glicemias en mg/dL de cada semana para el grupo control y diabético. Cada
grupo corresponde a un n=9. *p<0.001 vs grupo control. ANOVA de dos vias.

Glicemias (mg/dL)
Semana Control Diabéticas
2 132,61+ 9,37 503,80 + 16,14*
4 132,25 533,92 + 21,04*
+11,26
8 134,41 + 11,20 504,77 + 5,03*
12 133,81 + 11,51 509,75 + 14,23*

4.2 VISUALIZACION DE TECNICAS

Con el objetivo de acercar al lector a los resultados experimentales, a continuacion, se
incorporan a modo de referencia, algunas de las imagenes de los articulos utilizados o
estandarizaciones en cuanto a la técnica Tricromico de Masson, inmunohistoquimica de
caspasa-3-activada y Beclin-1.

En cuanto a la aplicacion de la técnica histoquimica de Tricromico de Masson, se esperaria
observar los depdsitos de colageno de coloracion azul, tanto de forma intersticial como
perivascular, ademas del tejido muscular conservado con posible hipertrofia de células

miocéardicas (Figura 4.1).
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Masson

FIGURA 4. 1: Miocardio de raton C57BL/6J con la tincion de tricromico de Masson en una
escala de 50um, en C los cortes control y en DM los cortes de ratones diabéticos.
Modificado de (102).

En el caso de la inmunohistoquimica de caspasa-3-activada, la marcacion se observaria en el
citoplasma celular, con patron de positividad en parches variando su intensidad (Figura 4.2).

f‘\«s" 3
- -.’ -

FIGURA 4. 2: Miocardio de ratas macho Sprague-Dawley con la aplicacion de la técnica
inmunohistoguimica para caspasa-3-activada, donde se observa en a la rata control y en b
el marcaje en la rata diabética, ambas imdgenes en una escala de 20 um. Modificado de
(95).

Por otra parte, el marcador autofagico Beclin-1, también corresponde a una marcacion
citoplasmatica con un patron de positividad en parches de menor tamafio y con diferencia en
su intensidad al igual que con caspasa-3-activada (Figura 4.3).
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FIGURA 4. 3: Microfotografias tomadas en el laboratorio de ciencias morfoldgicas de la
Universidad de Valparaiso al momento de estandarizar el anticuerpo Beclin-1,
corresponden a muestras de cancer cervicouterino ocupado como control de la técnica. Se

observa en A el tejido control en 10 X y en B 'y C con la inmunomarcacion en 10X y 40X
respectivamente. Contraste realizado con Hematoxilina.

4.3 PORCENTAJE DEL AREA DE FIBROSIS

En cuanto al porcentaje de fibrosis, al comparar las ratas control con las diabéticas, se
obtuvieron valores con significancia estadistica en los cuatro tiempos de sacrificio con
p<0.0001. En el grupo control los datos alcanzaron, en la semana 2, un valor de 0.68 + 0.12%,
en la semana 4 de 0.73 + 0.16 %, en la semana 8 de 0.74 £ 0.18 % y en la semana 12 de 1.48
+ 0.22 %, mientras que el grupo diabético alcanzaron valores de 5.19 + 0.33 %, 5.10 + 0.32

%, 5.37 £0.25 %, 12.52 + 0.96 % para 2, 4, 8 y 12 semanas post- inyeccion, respectivamente.

Por otra parte, al comparar los valores obtenidos entre ratas diabéticas, se observé una
diferencia entre la semana 2, 4 y 8 en relacion a la semana 12 (p<0.0001), sin embargo, entre
los tres tiempos iniciales no se detectaron diferencias estadisticamente significativas. Este

mismo fenémeno no fue observado entre los grupos control.
Ademas, cabe mencionar que entre ratas control existen diferencias con significancia
estadistica entre la semana 2 y la 12 de 0.80% (p=0.0021), 4 y 12 de 0.75% (p=0,0048) y entre

las semanas 8 y 12 de 0.75% (p=0,0051).

Lo descrito anteriormente se muestra en la Figura 4.4.
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FIGURA 4. 4:Gréfico de caja y bigotes correspondiente a la cuantificacion porcentual de
fibrosis miocéardica, evidenciable tras la aplicacion de la técnica tricromico de Masson. En
azul se muestra las ratas control y en naranjo las ratas diabéticas en cada una de las
semanas de sacrificio post- inyeccion. **** p<0.0001 versus Control. c/e/f p<0.0001 versus
12DM. C/E/F p=0.0021/p=0.0048/p=0.0051, respectivamente, versus 12C. ANOVA de dos
vias.

44 PORCENTAJE DEL AREA DE INMUNOMARCACION DE
APOPTOSIS

Respecto al porcentaje de area de inmunomarcacion del anticuerpo caspasa-3 activada, entre
los grupos control y DM se evidencié una diferencia significativa en todos los tiempos
(p<0.0001). Estas diferencias control v/s DM son: 4.79+0.50% v/s 16.28+0.68% (semana 2),
4.98+0.64% v/s 22.26+1.31% (semana 4), 5.47+0.52% v/s 29.22+0.60% (semana 8) y
finalmente, 5.06+0.55% v/s 34.83+1.35% (semana 12), respectivamente (Figura 4.5).

Entre los grupos de ratas diabéticas se observd un aumento del porcentaje de
inmunomarcacion desde la semana 2 hacia la 12, existiendo una diferencia significativa
(p<0.0001) entre cada uno de los tiempos (2, 4, 8 y 12 semanas), siendo la mayor diferencia
entre la semana 2 y 12 correspondiente a un 18.55%, seguida por la diferencia entre la semana
2y 8conun 12.94%.

No hay diferencias estadisticas entre controles en ninguno de los tiempos.
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FIGURA 4. 5: Gréfico del area de inmunomarcacion en el miocardio de ratas con el
anticuerpo caspasa-3-activada, utilizado como indicador de muerte celular mediante
apoptosis. Se observa un incremento gradual del porcentaje de inmunomarcacion en los
grupos diabéticos. ****p<0.001 versus Control. a/b/c/d/e/f p<0.0001 versus DM en cada
uno de los tiempos. ANOVA de dos vias.

45 PORCENTAJE DEL AREA DE INMUNOMARCACION PARA
AUTOFAGIA

En el estudio del porcentaje de inmunomarcacion con el anticuerpo para Beclin-1, se observo
mayor inmunomarcacion en los controles que en los animales diabéticos. Por otra parte, se
encontraron diferencias significativas (p<0.0001) entre controles y DM en todos los tiempos,
siendo los valores del grupo control para la semana 2 (16.96+0.99%), semana 4
(18.32+1.26%), semana 8 (18.05+1.57%) y semana 12 (17.96+1.25%), mientras que el grupo
diabético alcanzé valores de 8.97+0.46%; 7.48+0.22%; 6.47+0.34%; 5.40+0.28% para cada
semana respectivamente (Figura 4.6).

Ademas, entre los grupos diabéticos solo hay diferencias estadisticas entre 2DM y los otros

tres tiempos, siendo p=0.0264 al compararse con 4DM y p<0.0001 en relacion a 8DM y 12
DM; también existe una diferencia entre el grupo 4DM y 12DM (p=0.0004).
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No hubo diferencias estadisticamente significativas entre controles para ninguno de los

tiempos.
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FIGURA 4. 6: Grafico del porcentaje del area de inmunomarcacion en miocardio de ratas
control y DM con el anticuerpo para Beclin-1, utilizado como indicador de muerte celular
por autofagia. ****p<0.0001 versus Control. a p=0.0264 versus 4DM. b/c p<0.0001 versus
8DM/12DM, respectivamente. ANOVA de dos vias.

4.6 INTENSIDAD DE INMUNOMARCACION PARA APOPTOSIS

En cuanto a la intensidad de la inmunomarcacion del anticuerpo caspasa -3-activada, se
establecié una diferencia significativa entre los controles y los grupos diabéticos, solo en la
semana 8 y 12, en ambos casos con p<0.0001. Para la semana 8 los valores fueron de
0.44%0.06 u en el control y 0.96+0.10 u el diabético, mientras que en la semana 12 fueron de
0.2920.04u para el control y 1.28+0.27u para el diabético (Figura 4.7).

Por otra parte, entre el grupo diabético, si bien se aprecia un aumento en la intensidad de
inmunomarcacion, se arrojaron resultados con significancia estadistica (p<0.0001) entre la
semana 2DM (0.54+0.03 u) y la semana 4DM (0.64+0.07 u) en relacién a la semana 12DM
(1.28+0.27 u), ademas de una diferencia entre del 8DM (0.96+0.10u) con el 12DM
(p=0.0002). A su vez, el grupo 2DM es estadisticamente significativo al compararlo con el
8DM (p<0.0001), al igual que el grupo 4DM con el 8DM (p= 0.0003).
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En el caso de los controles, se aprecia una disminucion en la intensidad de marcacion
inmunohistoquimica, existiendo diferencias significativas entre 2C (0.28+0.17) y 8C con un
valor p=0.0157, 2C y 12C (p<0.0001), 4C (0.69+0.19) con 8C (p=0.0117) y 12C (p<0.0001).

Caspasa-3-activada

2.0
_ = Control
‘LI ek
E 1.5 l cd DM
£
E e e e
|
=
t 1.04 g OE
__% de
E b.c
E 0.5 ﬂ I_y_|
: [

ﬂﬂ 1 1 1 ]

2 4 8 12

Tiempo (semanas)

FIGURA 4. 7: Gréfico de la intensidad de inmunomarcacion en el miocardio de ratas
controles y DM, para el anticuerpo caspasa-3-activada como indicador de muerte celular
por apoptosis. ****p<0.0001 versus DM. b/c p<0.0001 versus 8DM/12 DM,
respectivamente. d p=0.003 versus 8DM. e/f p<0.0001/p=0.0002 versus 12 DM,
respectivamente. B p=0.0157 versus 8C. C p<0.0001 versus 12C. D p=0.0117 versus 8C. E
p<0.0001 versus 12C. ANOVA de dos vias.

4.7 INTENSIDAD DE INMUNOMARCACION PARA AUTOFAGIA

Respecto a la intensidad de inmunomarcacion del anticuerpo Beclin-1, se muestra una mayor
intensidad en los grupos controles que en los diabéticos. Las diferencias estadisticas se
presentan entre los animales control y DM (p<0.0001) en cada uno de los tiempos, siendo 2C
0.90+0.08u y 2 DM 0.28+0.07u; 4C 0.93+0.10u y 4DM 0.35+0.05u; 8C 0.97+0.08u y 8DM
0.37+0.06u; 12C 0.98+0.08u y 12DM 0.40+0.05u (Figura 4.8).

Por otro lado, en la comparacion entre el grupo diabético existié una diferencia significativa

entre 2DM y 12DM con p=0,0196. Entre controles no hubo diferencias significativas en

ninguno de los tiempos.
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FIGURA 4. 8: Gréfico de la intensidad de inmunomarcacion en el miocardio de ratas
control y DM para el anticuerpo Beclin-1 utilizado como indicador de muerte celular por
autofagia. ****p<0.0001 versus Control. ¢ p=0.0196 versus 12DM. ANOVA de dos vias.
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CAPITULO 5. DISCUSION

Como se ha descrito con anterioridad, la MCD es una patologia que afecta a un nimero
importante de pacientes diabéticos, en quienes las complicaciones cardiacas son grandes
responsables de la morbilidad y mortalidad (103). Dentro de los diversos mecanismos
fisiopatoldgicos que generan dafio cardiaco en este estado de hiperglicemia estan la fibrosis,
apoptosis y autofagia, por lo que este proyecto las estudié durante un curso temporal.

En primer lugar, se debe considerar que para obtener estos resultados simulados se debio
trabajar en base a diversas investigaciones previas en donde los modelos diabéticos murinos
varian entre ratones y ratas, y en la dosis de STZ aplicada. Se consideraron articulos cientificos
que trabajaron con modelos bioldgicos de ratones y ratas, si bien ambos modelos son
ampliamente utilizados en investigacion por su versatilidad, presentan algunas diferencias
anatomicas evidentes (104), sin embargo, como modelos diabéticos responden con la misma
efectividad, ya sea modificados genéticamente o por induccion quimica a traves de Aloxano
y/lo STZ, ambos considerados como potentes farmacos diabetogénicos (105). Ademas, el
rango de la dosis de STZ considerado en esta investigacion fue de 50-70 mg/kg para ratas
adultas, lo que es idoneo y respaldado por un estudio que planteé la relacion dosis-respuesta
que existe utilizando este antibiotico, comparando la efectividad entre tres dosis distintas (33
mg/Kg, 50 mg/kg y 75 mg/kg) concluyendo finalmente que en los primeros cinco dias post-
inyeccion con una dosis minima de 50mg/kg se evidenciaba el dafio generado por procesos
inflamatorios en diversos érganos como higado, rifidn y pancreas, con una pérdida minima de
ratas (106). Por lo anterior, los valores de glicemias obtenidos en esta investigacion, 133.27
mg/dl para los controles y 513.06 mg/dl para los DM, se consideran validos y

experimentalmente se podrian esperar resultados similares en modelos murinos.

Por otra parte, en cuanto a fibrosis, se confirma lo reportado por otros autores al constatar un
aumento en los depdsitos de colageno en el miocardio diabético en comparacién a los animales
control (98,107,108,109,110,111). Al estudiar este componente a través del tiempo (semanas),
fue posible evidenciar que en dicho incremento existe un momento clave con un crecimiento
subito al presentarse el estado diabético cronico, es decir, de acuerdo a Xichun Yu et al (112),
hacia las 12 semanas tras la inyeccién de SZT. Esta alza en los niveles de fibrosis puede
asociarse con el progreso de otros eventos metab6licos caracteristicos de la MCD, como la
acumulacion de sorbitol y ROS (113,114), el estrés oxidativo (incrementando ROS) y

procesos inflamatorios (103), acumulaciéon de AGE’s, hiperglicemia (114), entre otros.
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Aunque establecer una relacién temporal entre la fibrosis y los elementos mencionados no es
objetivo de este proyecto, la variedad de mecanismos que se han relacionado con esta
alteracion de los componentes de la matriz extracelular (MEC), permite resaltar la
transversalidad del progreso fibrdtico en el desarrollo de la MCD, por lo tanto, su
visualizacién en los modelos diabéticos podria constituir una guia para comprender la
temporalidad de otros procesos fisiopatolégicos menos estudiados. De acuerdo a lo anterior,
es de esperar que el aumento de los depdsitos de colageno sea uno de los elementos mas
estudiados en la MCD logrando establecerlo como uno de los mecanismos clésicos de dafio
en el corazon diabético (95,114).

Cabe mencionar, ademas, que se ha descrito con anterioridad la relacion existente entre la
fibrosis intersticial con la hipertrofia de las celulas miocardicas en pacientes diabéticos (52).
Por las caracteristicas de esta investigacion no fue posible evidenciar este evento, sin embargo,
estos cambios histopatolégicos y el grado de la disfuncién ventricular podrian ser materia de

discusion para futuros estudios.

En cuanto a la muerte de las células cardiacas, previamente algunos autores han mencionado
que el proceso de apoptosis podria corresponder a un mecanismo fundamental en el desarrollo
de la MCD (115,116,117,118). Nuestra investigacion logré evidenciar que, mediante la
técnica inmunohistoquimica aplicada en miocardio diabético, existe un aumento en la
marcacion de caspasa-3-activada, proteina ejecutora de la apoptosis cuya importancia radica
en su interaccion con caspasas iniciadoras tanto de la via extrinseca como intrinseca (65), lo
que concuerda con lo reportado por otros autores donde la proteina aumenta en ratas diabéticas
inducidas por STZ (71,88). Si bien, en gran parte de las investigaciones revisadas no se utiliza
regularmente técnicas inmunohistoquimicas para evidenciar este fenGmeno, si ocurre con
técnicas empleadas (PCR, ensayo TUNEL y Western Blot) tanto para caspasa-3-activada
(56,85), como para otros marcadores apoptaticos (85,112) cuyos resultados son concordantes

con este incremento de la muerte de los cardiomiocitos en los sujetos diabéticos.

Por otro parte, las diferentes temporalidades de nuestro estudio hicieron posible visualizar que
esta alza en la marcacién apoptotica es sostenida en el tiempo, alcanzado su mayor nivel de
incremento en la semana 12, representando un 32% aproximadamente de area marcada, sin
embargo, para determinar que este momento es el punto maximo durante la MCD, se hace
necesario estudiar el fendmeno en etapas mas avanzadas, es decir, tras las 12 semanas post

inyeccion.
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De acuerdo a la literatura la hiperglicemia por si sola es un factor de riesgo que se relaciona
directamente con el dafio cardiaco y la MCD, en que los cardiomiocitos sufren diversas
alteraciones que desencadenan su apoptosis (85,113), activando ambas vias apoptoticas como
consecuencia de esta hiperglicemia, el aumento de ROS, lipotoxicidad y otros factores
patoldgicos (56,71), condicionando a estos cardiomiocitos a procesos de remodelamiento
cardiaco y eventualmente a la pérdida de sus funciones (71). Considerando lo anterior, la gran
magnitud de nuestros resultados en relacion al area de apoptosis de los grupos diabéticos que

obtuvieron glicemias no inferiores a 500 mg/dL, no son sorpresivos.

En cuanto al proceso de autofagia, donde se genera una vacuola lisosomal para la degradacién
de diversos elementos y que requiere la activacion de la proteina Beclin-1 para su inicio (82),
la menor area de inmunomarcacion de Beclin-1 en las ratas diabéticas se condice con otros
estudios de biologia molecular tanto para la proteina mencionada (116), como para otras
proteinas autofagicas (112). Es importante mencionar que la bibliografia en relacion al
comportamiento de Beclin-1 es dispar (50,81,119), sin embargo, de acuerdo a lo descrito por
Lavandero et. (81) este mecanismo de muerte celular estaria inhibido en condiciones
patologicas como la DM, avalando la baja de éste desde la semana 2. Ademas, se plantea que
el proceso autofagico actuaria como un mecanismo de cardioproteccion en el corazdn
diabético (112,115). Si bien nuestros resultados son acordes a esta idea, podrian sugerir que
durante el desarrollo de la MCD este proceso inicialmente actia como un agente protector,
pero se ve disminuido al ser insuficiente para contrarrestar el dafio cardiaco, desencadenando
el aumento de la marcacidn apoptotica. El incremento de la apoptosis y la disminucion de la
autofagia ya ha sido reportado por otros autores mediante analisis moleculares en modelos
diabéticos y se ha planteado que la interaccidn entre Beclin-1y la proteina Bcl-2, proteina que
en interaccion con Beclin-1 inhibe la autofagia (80), jugaria un rol clave en este evento,
proponiendo la disociacion de los elementos como mecanismo de inhibicion de la apoptosis y

estimulacion de la autofagia (112,116).

Del mismo modo, existen estudios moleculares que presentan resultados contradictorios en
los niveles de otras proteinas que participan en el mecanismo de autofagia (119,120,121), es
decir, en algunos casos se ha observado aumentada (122) y en otros disminuida (101,115)
(123), e incluso se menciona que la autofagia actuaria distinta en la DM1y la DM2 (112,124).
Se debe considerar que estas diferencias se generan al estudiar diversos modelos diabéticos,

tales como inyecciones de STZ en ratas, ratones, ratones OVEZ26, ratones db/db, entre otros,
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lo que sugiere que el comportamiento de este mecanismo seria dependiente del modelo

utilizado para la induccion diabética.

Asu vez, se ha recomendado estudiar la autofagia mediante su flujo y no solamente un eslabon
de la via, para evitar confusiones en relacion a si la acumulacion de autofagosomas
corresponde a un incremento de la autofagia o defectos de degradacion y/o crecimiento (119).
En esta investigacion, si bien la limitacion esta presente, en un futuro proyecto se pretende
corregirlas al estudiar otras proteinas autofagias como mTOR, PI3K, LC3 [LACII/LC3I],
ATG-5y ATG-7.

De acuerdo a todo lo planteado anteriormente, nos parece un error asegurar que nuestros
resultados son concluyentes sin estar establecido un modelo base de trabajo que permita
comparar este fendmeno en igualdad de condiciones, por lo que se hace necesario realizar aun
mas estudios que permitan dilucidar el comportamiento mas acertado de este mecanismo o
bien que permitan comprender a cabalidad los diversos factores que afectan a la autofagia y

que repercuten en los resultados.

Por otra parte, al realizar estudios en distintas temporalidades, es posible sugerir que el inicio
del desarrollo de la MCD corresponde al momento critico para la accion terapéutica en
relacion a la apoptosis y la fibrosis, debido a que hacia las semanas finales, la magnitud de
ambas variables pareciera presentar un comportamiento dificil de contrarrestar, ain mas
considerando la cantidad de disfunciones metabolicas que se han asociado a la patologia y que
interaccionan entre si. De acuerdo a lo anterior, Zhang et al. y Wang et al. plantean que el
aumentar la autofagia para disminuir la fibrosis y la apoptosis podria considerarse como una
opcidn terapéutica viable (112,125), mientras que Zhao et al. sugiere que el enfoque estaria
en la reduccién del estrés oxidativo como condicion fundamental en la prevencion del

desarrollo patolégico al favorecer la autofagia (115).

De acuerdo a nuestras observaciones, ain no es posible establecer la autofagia como blanco
terapéutico dado que no se ha podido dilucidar el comportamiento real durante la MCD, por
el contrario, consideramos que disminuir tanto la apoptosis como la fibrosis podrian

representan un objetivo valido para contrarrestar el dafio como tal.

Finalmente, debemos mencionar que la intensidad de inmunomarcacién fue un punto critico
en la investigacion, donde la escasa informacion de publicaciones cientificas que utilizan una

medicion cuantitativa de la intensidad, nos sugiere que este estudio podria ser pionero en
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definir su utilidad tanto con la inmunomarcacion de caspasa-3-activada como para Beclin-1.
Este método de cuantificacion se basa en la intensidad reciproca que se pudiera generar desde
el cromdgeno en una zona determinada permitiendo verificar la concentracion de antigenos
en una zona especifica (126) de esta forma, al utilizarlo se evitan métodos de
inmunofluorescencia que puedan ser mas costosos y se eliminan las discrepancias de los

observadores al aplicar la escala de tres equis.

En cuanto a lo obtenido con la intensidad de caspasa-3-activada se observo un incremento
desde la semana 2 a la 12 en ratas diabéticas, estableciéndose una relacion directamente
proporcional entre el porcentaje de inmunomarcacion y su intensidad a través del tiempo, es
decir, ademas de aumentar el &rea de apoptosis, aumenta la cantidad de la proteina apoptética
caspasa-3-activada. Estos resultados se respaldan en cuantificaciones realizadas con la técnica

de Western Blot, donde la cantidad de la proteina aumenta en modelos con diabetes (127).

Por otro lado, con Beclin-1 no se observaron variaciones de intensidad entre los grupos
diabéticos, pero si se observd menor intensidad que en las ratas controles, lo que se respalda
con lo demostrado por otros autores con la tecnica de Western Blot en que se mantiene la

disminucién de abundancia de esta proteina en la patologia diabética (115,123,128).

Es importante destacar que esta investigacion presenta diversas limitaciones, una de ellas y
con mayor relevancia fue la falta de visualizacion de un completo panorama del corazon por
cada una de las zonas planteadas experimentalmente. Esto afecté directamente al estudio de
intensidad ya que no se pudo observar las variaciones de esta variable ni su localizacion,
impidiendo obtener esta valiosa informacion que nos permitiera ahondar mas en su utilidad.
Ademas, considerando que la mayoria de las investigaciones utilizan solo un corte de
miocardio, ya que contempla aproximadamente un 75% del volumen de las células cardiacas
(52), el observar tres zonas distintas aportaria ain mas informacion, no sélo en cuanto a la
intensidad de inmunomarcacion, sino también en muerte celular y fibrosis. En relacion a esta
Gltima, se ha planteado que existiria un aumento de fibrosis en las zonas auriculares del

corazon (39), pero al verse truncada esta linea investigativa no se pudo dilucidar.
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CAPITULO 6. CONCLUSIONES

Frente a lo planteado anteriormente, el realizar un estudio con distintas temporalidades
permitié conocer que la fibrosis sigue siendo el componente con mayor evidencia reportada,
y por ende entender su mecanismo e interaccion con otros eventos fisiopatoldgicos es clave

para ampliar el entendimiento de la MCD.

Por otra parte, en cuanto a la muerte celular por apoptosis, se concluye que corresponde a un
mecanismo fundamental en la progresién patolégica, mientras que, en el caso de la autofagia,
ésta podria tener un rol ain mas importante de lo planteado, aunque sigue siendo incierto,

haciendo necesario realizar mas investigaciones para su total entendimiento.

A su vez, la utilizacion de la técnica inmunohistoquimica en conjunto con el estudio
cuantitativo de intensidad, permitiria obtener una perspectiva mas amplia de la distribucion
de las proteinas de interés en el tejido miocardico como de su cantidad, por ende, amplificar
su uso aportaria informacion relevante para el conocimiento del comportamiento autofagico

y apoptatico.

Finalmente, si bien este proyecto abordd cuatro tiempos distintos (2, 4 , 8 y 12 semanas)
profundizar en etapas mas avanzadas del desarrollo patologico permitira tener un panorama
mucho mas amplio del comportamientos de los elementos estudiados; ademas, si se logra
confirmar que la apoptosis y la autofagia actian de forma opuesta, se presenta una nueva
perspectiva fisiopatoldgica generando alin mas interrogantes que requeriran mas investigacion

que permitan concretarlos 0 no como una opcidn terapéutica importante.
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ANEXOS
ANEXO 1

Carta de aprobacion proyecto del Dr. Rienzi Diaz

e e s g ————

ACTA DE EVALUACION BIOETICA
BEAD72-14

l. Bl Comita Insfitucional de Biodfico pora la invesfigocion con Animales de o
Univarsidad de Volparoko, en su sesdn del 05 de enera de 2018, declara haber
evoluods & profocolo expermenial del provecio  BEAQD7Z-14 filulado “MUERTE
CELULAR Y FHBROSS EWN MIQCARDIO DE FRATAS CON  DIABETES MELLTUS
EXPERIMENTALMENTE INDUCIDA FOR ESTREFTOZOTOCINA", del investigadar responsable
Cr. Rienzi Dioz, de lo Fecullad de Medicina de ka Univensidad de Valparaiso.

I. Para su evaluockn el Comilé de Bioética ravisd los anfecadenies presentados en al

formulans “SOUCITUD PARA LA APROBACION DE INVESTIGACION QUE INVOLUCEE A
ANIMALES COMO SUJETOS DE INVESTIC ACION,

ll. En lo valorocion biogtca del proyecto, el Comilé considerd adecuado los aspactos
bioéticos indicodes en el segunde punto Valoracin de Aspectos Elicas del farmulario
"SOLUCITUD PARA LA APROBACION DE INVESTIGACION GUE INVOLUCRE A ANIMALES

CCEIMC? SUJETCS DE INVESTIGACION" ¥ que e sefolon en lgs pagings onexas o esta
aclo.

. Por lo anterior. el Comitd Insflucional da Biodfica oprueba e pretocols
expanmental.
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Edda Meléndez Pinlo
Vicepresidenta
Comité Institucional de Bioética para Investigaciin la Investigncitn con Animales de
Experimentaciin (CTRICA)

Yalparaso 05 de enero de 2018

Blanm 951, Valparalso | Fose-Fas: « 56 [ 325 T6031 64

]
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ANEXO 2
PROTOCOLO PARA TECNICA HISTOQUIMICA: TRICROMICO DE MASSON
Soluciones

a) Fijador de Bouin

- Acido piCrico saturado.............ccocevervecueverrecrererrenee e 150 ml
- Formaldehido. ..o 50 ml
- Acido acético glacial........c..cccocevrvevevcvereeeeeeeee e 10 ml

b) Solucion de Biebrich Scarlet

- Biebrich Scarlet ... 094¢
-Fucsinaacida .........ooiiiiiiiii e, 0.1g
- Agua destilada...........cooviiriiinin 100 ml
- Acido acético glacial...........cccoeveveeeveeeeeeeeeeees e 1 ml

c) Hematoxilina de Weigert

d) Solucion de &cido fosfotungstico-fosfomolibdico

- Acido fOSTOUNGSLICO. .......veverveeeiieceee e, 250
- Acido fosfomoliBAICO...........cccververireicee e, 25¢
- Agua destilada..........cccoveviiiiiiice 100 ml

e) Solucién de Azul anilina

= AZULANIIING ..o 2590
- Agua destilada..........cccooveveiiiiiice 100 ml
- Acido acético glacial.............ccevvreeieeviieseeeee e 1ml

f) Acido acético 1%
Procedimiento

1.- Desparafinar e hidratar segin protocolo del Laboratorio de Ciencias Morfoldgicas de la
Universidad de Valparaiso.
Desparafinar

a) xilol x 5 minutos

b) xilol x 5 minutos

¢) xilol x5 minutos
Rehidratacion

d) alcohol 100° x 5 minutos

e) alcohol 100° x 5 minutos

f) alcohol 95° x 5 minutos

g) alcoholes 70° x 5 minutos
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2.- Lavado en agua destilada x 5 minutos.

3.- Mordentar cortes en solucion de Bouin por 1 hora a 60°C (en un coplin de vidrio dentro
de la estufa).

4.- Lavar en agua corriente hasta eliminar la coloracion amarilla de los cortes (5 minutos
aproximadamente).

5.- Sumergir cortes en Hematoxilina de Weigert por 4 minutos.

6.- Virar en agua corriente.

7.- Lavar en agua destilada.

8.- Tefiir con solucion de Biebrich Scarlet por 1 minuto y medio (control al microscopio).
9.-Lavar en agua corriente.

10.- Tedir en acido fosfotungstico- acido fosfomolinbdico por 15 minutos.

11.- Tedir en solucion de azul de anilina por 8 minutos.

12.- Sumergir en solucion de cido acético al 1% por 3 minutos.

13.-Deshidratar, aclarar y cubrir con medio de montaje hidrofobo.
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ANEXO 3

PROTOCOLO TECNICA INMUNOHISTOQUIMICA
CASPASA 3 ACTIVADA (ab2302)

Cortes de 5 micras en placas con polilisina doble.
Secado 1 hora en estufa 60°C.
Almacenamiento a 4° refrigerador.

Procedimientos
1.Desparafinar e hidratar segun protocolo del Laboratorio de Ciencias Morfoldgicas.
Desparafinar
a) xilol x 5 minutos
b) xilol x 5 minutos
c) xilol x5 minutos
Rehidratacion
d) alcohol 100° x 5 minutos
e) alcohol 100° x 5 minutos
f) alcohol 95° x 5 minutos
g) alcoholes 70° x 5 minutos
2. Lavado en agua destilada x 5 minutos.
3. Recuperacion antigénica:
Buffer citrato 95° por 15 minutos.
a. Dejar enfriar en el buffer por 15 minutos.
b. Lavar en agua destilada por 8 minutos.
4. Realizar 3 cambios x 5 minutos de PBS 1 X.
5. Blogueo peroxidasa al 3% en PBS por 30 minutos.
6. Realizar 3 lavados de PBS 1X x 5 minutos.
7. Blogueo de sitios inespecificos:
a. Aplicas Cas-Block durante 30 minutos a TA.
b. Incubacion con suero de cabra al 5% durante 30 minutos a TA.
8. Incubacion del anticuerpo primario:
Anti-caspasa 3 activada diluido 1:250 en PBS/Tween 20 durante la noche a 4°C.
9. Realizar 3 Cambios en PBS 1X, 5 minutos cada uno.
10. Incubacion de anticuerpo secundario
Anti conejo hecho en cabra, conjugado con HPR, diluido 1:1000 en PBS, durante 1
horaa TA.
11. Realizar 3 cambios en PBS 1X, 5 minutos cada uno.
12. Revelado cromogénico con Nova Red - Kit, durante 3:30 minutos (controlar en
microscopio).

Segun sea el namero de cortes se debe elegir el volumen necesario para trabajar con el kit de

revelado, considerando 50 uL de volumen final para cada corte.
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. nga"’(‘ja Botella 1 Botella 2 Botella 3 H202
2.5ml 75ul 50ml 50mi 50ml
1.25 ml 38ml 25mi 25ml 25ml
625ul 19ul 12.5ul 12.5ul 12.5ul
313ul 9.5ul 6.25ul 6.25ul 6.25ul

13. Lavar en agua destilada durante 5 minutos.
14. Contraste Nuclear:
a. Tefiir brevemente con Hematoxilina (2 segundos).
b. Virar hematoxilina en agua corriente durante 5 minutos.
15. Deshidratacion
a. Alcohol 95% (dipping).
b. Alcohol 100% (dipping).
c. Alcohol 100% (dipping).
d. Alcohol/xilol (dipping).
16. Aclaramiento
a. xilol 5 minutos.
b. xilol 5 minutos.
17. Cubrir con medio de montaje hidrofobo.
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ANEXO 4

PROTOCOLO TECNICA INMUNOHISTOQUIMICA
BECLIN-1 (ab62557)

Cortes de 5 micras en placas con polilisina doble.
Secado 1 hora en estufa 60°C.
Almacenamiento a 4° refrigerador.
Procedimientos
1.- Desparafinar e hidratar seguin protocolo del laboratorio de Ciencias Morfoldgicas
Desparafinar
a) xilol x 5 minutos.
b) xilol x 5 minutos.
c) xilol x5 minutos.
Rehidratacion
d) alcohol 100° x 5 minutos.
e) alcohol 100° x 5 minutos.
f) alcohol 95° x 5 minutos.
g) alcoholes 70° x 5 minutos.
2.- Lavado en agua destilada x 5 minutos.
3.- Recuperacion antigéenica:
A. Buffer citrato 95° por 15 minutos.
B. Dejar enfriar en el buffer por 15 minutos.
C. Lavar en agua destilada por 8 minutos.
4.- Realizar 3 cambios x 5 minutos de PBS 1 X.
5.- Bloqueo peroxidasa al 3% en PBS por 30 minutos.
6.- Realizar 3 lavados de PBS 1X x 5 minutos.
7.- Bloqueo de sitios inespecificos:
A. Aplicas Cas-Block durante 30 minutos a TA.
B. Incubacion con suero de cabra al 5% durante 30 minutos a TA.
8.- Incubacidn del anticuerpo primario:
Anti-Beclin 1 diluido 1:250 en PBS/Tween 20 durante la noche a 4°C.
9.- Realizar 3 Cambios en PBS 1X, 5 minutos cada uno.
10.- Incubacidn de anticuerpo secundario
Anti conejo hecho en cabra, conjugado con HPR, diluido 1:1000 en PBS, durante 1 hora a
TA
11.- Realizar 3 cambios en PBS 1X, 5 min cada unio.
12.- Revelado cromogénico con Nova Red - Kit, durante 3:30 minutos (controlar en
microscopio). Segun sea el nimero de cortes se debe elegir el volumen necesario para
trabajar con el kit de revelado, considerando 50 uL de volumen final para cada corte.

Agua

destilada Botella 1 Botella 2 Botella 3 H20>
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2.5ml 75ul 50ml 50mi 50mi
1.25 ml 38ml 25mi 25mi 25ml
625ul 19ul 12.5ul 12.5ul 12.5ul
313ul 9.5ul 6.25ul 6.25ul 6.25ul

13.- Lavar en agua destilada durante 5 minutos.
14.- Contraste Nuclear:
A. Teflir brevemente con Hematoxilina (2 segundos).
B. Virar hematoxilina en agua corriente durante 5 minutos.
15.- Deshidratacion:
A. Alcohol 95% (dipping)
B. Alcohol 100% (dipping)
C. Alcohol 100% (dipping)
D. Alcohol/xilol (dipping)
16.- Aclaramiento
A. xilol 5 minutos.
B. xilol 5 minutos.
17.- Cubrir con medio de montaje hidréfobo.
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